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Über das Adsorptionsvermögen der Tierkohle und seine 
Bestimmung. 
Von 
Georg Joachimoglu. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 17. Juni 1916.) 


Die therapeutische Anwendung der Kohle und anderer 
amorpher Substanzen (Bolus alba, Talcum) bei der Behandlung 
bakterieller Darmerkrankungen?) und Vergiftungen ist nicht neu. 


Die ältere Literatur über diesen Gegenstand hat Greef?) l 


vor einigen Jahren zusammengestellt. Man ersieht daraus, daß 
schon in den dreißiger und fünfziger Jahren des vorigen Jahr- 
hunderts die Kohle bei der Behandlung von Sublimat-, Aconitin-, 
Belladonna-, Phosphorvergiftungen, offenbar mit gutem Erfolg, 
angewandt worden ist. Scheibler?) hat im Jahre 1836 Ruhr- 
kranke mit Lindenkohle behandelt und auch bei den schwersten 
Fällen Heilung erzielt. Die Kohlebehandlung ist allmählich 
in Vergessenheit geraten, und erst in neuerer Zeit haben ver- 
schiedene Autoren, unter denen ich Wiechowski‘), Adler’), 


1) Man hat auch versucht, Bacillenträger durch Tierkohle bacillen- 
frei zu machen. Die günstigen Erfahrungen, die Kalberlah, G&ronne 
und Lenz bei der Behandlung von Typhusbacillenträgern mit Kohle 
und Jodtinktur bzw. Thymol gemacht haben, konnte Kuhn (Arbeiten 
aus d. Kaiserl. Gesundheitsamt 50, 337, 1916) nicht bestätigen. 

2) F. W. Greef, Experim. Untersuchungen über die Beeinflussung 
des Magensaftes durch adsorbierende Stoffe. Inaugural- Dissertation, 
Göttingen 1911. 

3) Zit. nach Greef. 

4) W. Wiechowski, Verhandlungen des deutschen Kongresses für 
innere Medizin 1914, 329 und Fortschritte der Medizin 1910, 400. 

6) O. Adler, Verhandlungen d. deutschen Kongresses f. innere 


Medizin 1914, 332 und Wiener klin. Wochenschr. 1912, 788. 
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Starkenstein?) nenne, auf die therapeutischen Eigenschaften 
der Kohle aufmerksam gemacht. Für das Zustandekommen 
der therapeutischen Wirkung wird das Adsorptionsvermögen 
der Kohle herangezogen, und man stellt sich vor, daß die Kohle 
im Darm die Resorption giftiger Substanzen, sei es einfacher 
chemischer Stoffe oder auch Bakterienprodukte, verhindert. 
Bei der ausgedehnten therapeutischen Anwendung, die nun 
die Kohle in letzterer Zeit gefunden hat, war man bestrebt, 
einerseits möglichst reine Präparate anzuwenden, andererseits 
das Adsorptionsvermögen der Kohle zu berücksichtigen. Denn 
es liegt nahe, daß diejenige Kohle wohl therapeutisch am 
wirksamsten ist, die das größte Adsorptionsvermögen aufweist. 

Das Deutsche Arzneibuch erwähnt nur den „Carbo Ligni 
pulveratus“, während die Amerikanische Pharmakopöe?) drei 
Präparate anführt: Carbo animalis (Knochenkohle), Carbo ani- 
malis purificatus und Carbo ligni. In beiden Pharmakopöen 
werden Prüfungsvorschriften angegeben, welche die Feststellung 
der Reinheit: der Präparate bezwecken. Das Adsorptionsver- 
mögen wird nicht berücksichtigt. Dagegen hat das Öster- 
reichische Ministerium des Innern Prüfungsvorschriften bekannt- 
gegeben, nach denen das Adsorptionsvermögen der in der 
Therapie angewandten Kohlen geprüft werden soll. Diese 
Prüfungsvorschriften?) lauten: 

a) 0,1 fein gesiebte und bei 120° getrocknete Kohle muß 
mindestens 20 ccm einer 1,5 prom. Lösung von Methylen- 
blauchlorhydrat medicinale (Merck) beim Schütteln in 
verschlossenem Gefäße innerhalb einer Minute vollständig 
entfärben (keine Filtration). 

b) Wird eine Aufschüttelung von 3,0 g Kohle in 65 ccm 
der unter a) beschriebenen Methylenblaulösung getrunken, 
darf der innerhalb der nächsten 24 Stunden ausgeschiedene 
Harn keine Grünfärbung zeigen. 

Nach der unter a) angeführten Vorschrift hat auch E. 
Merck) das Absorptionsvermögen eines von ihm unter dem 








1) Starkenstein. Münch. med. Wochenschr. 1915, 27. 

8) The pharmacopoeia of the United States of America 1915, 89. 

$) Vgl. Pharm. Zeitg. 1915, 147 und Wiechowski, Münch. med. 
Wochenschr. 1915, 103. 

t) Pharm. Zeitg. 1915, 445. 
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Namen „Carbo animalis für medizinische Zwecke“ in den 
Handel gebrachten Präparates vorgenommen. Die unter b) 
angeführte Vorschrift wird von Merck nicht herangezogen, weil 
sie für die pharmazeutischen Laboratorien zu umständlich wäre. 
Es erscheint mir aber nicht zweckmäßig zu sein, sich mit einem 
Grenzwert zu begnügen, wie er sich aus den obengenannten 
Prüfungsvorschriften ergibt, sondern es ist wohl zweckmäßiger, 
das maximale Adsorptionsvermögen der Kohle zu bestimmen, 
damit man auf diese Weise, falls die Bestimmungen unter 
gleichen äußeren Versuchsbedingungen ausgeführt sind, Kohlen 
verschiedener Herkunft vergleichen kann. Schüttelt man gleiche 
Mengen zweier Kohlensorten A und B mit dem gleichen Über- 
schuß einer Methylenblaulösung und bestimmt nach dem 
Schütteln colorimetrisch das noch in Lösung befindliche Methylen- 
blau, so hat man damit die adsorbierte Methylenblaumenge 
genau bestimmt. Man kann damit angeben, wieviel Methylen- 
blau die Kohle A oder B adsorbiert, womit der Arzt einen 
Anhaltspunkt für das Adsorptionsvermögen der verschiedenen 
im Handel vorkommenden Präparate erhält. Statt Methylen- 
blau zu nehmen, dessen colorimetrische Bestimmung immerhin 
etwas zeitraubend ist, habe ich eine Substanz gewählt, deren 
Bestimmung in einfacher Weise maßanalytisch schnell aus- 
führbar ist. Das Verfahren, das ich zur Bestimmung des 
Adsorptionsvermögens der in der Therapie angewandten Kohlen 
vorschlage, ist folgendes: 

0,2 g genau abgewogene Kohle wird mit 50 cem ?/ ọ-Jod- 
lösung 30 Minuten lang bei gewöhnlicher Temperatur in einer 
100 ccm fassenden weithalsigen Flasche mit gut schließendem 
Glasstopfen geschüttelt. Nach dem Schütteln kommt der ganze 
Inhalt der Flasche in ein Zentrifugenrohr und wird 10 Minuten 
lang scharf zentrifugiert. Man entnimmt, nachdem man sich 
davon überzeugt hat, daß keine Kohlepartikelchen in der 
Flüssigkeit herumschwimmen, 25 ccm aus der Flüssigkeit, bringt 
sie in einen 200 ccm fassenden Erlenmeyer-Kolben und titriert 
das Jod mit ?/ „“Thiosulfatlösung. Es sei folgendes Beispiel 
angeführt: 0,207 g Kohle werden in der oben angegebenen Weise 
mit 50 ccm "/,„.Jodlösung geschüttelt, zentrifugiert usw., 25 ccm 
verbrauchen bei der Titration 8,4 "/ „"Thiosulfat. Die ange- 
wandte Kohle hat demnach 50- (8,4 Xx 2) = 33,2 cem ? 


1* 


hio- 
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Jodlösung adsorbiert, 0,1 g Kohle demnach = 16,03 ccm ®/,,- 
Jodlösung. ” 

Die oben angeführte Prüfungsvorschrift schreibt vor, daß 
man zur Prüfung des Adsorptionsvermögens bei 120° ge- 
trocknete Kohle verwenden soll. Abgesehen davon, daß die 
Kohle beim Trocknen ihre molekulare Beschaffenheit ändern 
kann, wodurch auch Änderungen in dem Adsorptionsvermögen 
nicht ausgeschlossen sind, würde man bei dem sehr verschiedenen 
Wassergehalt der im Handel vorkommenden Präparate kein 
richtiges Bild des Adsorptionsvermögens der Kohle, wie sie am 
Krankenbett zur Anwendung kommt, erhalten; denn der Arzt 
verwendet ja nicht die getrocknete Kohle, sondern die Kohle, 
wie sie von der chemischen Industrie geliefert wird. Es sind 
nun bei einer Reihe von Präparaten Adsorptionsbestimmungen 
und gleichzeitig auch Bestimmungen des Wasser- und Aschen- 
gehaltes vorgenommen worden. 

Die untersuchten Präparate sind folgende: 

. Carbo animalis purissimus „Oranje“. 

Carbo animalis für medizinische Zwecke (E. Merck). 

. Blutkohle, gereinigt (Kahlbaum). 

. Knochenkohle, gepulvert (Kahlbaum). 

. Buchenholzkohle (Kahlbaum). 

. Lindenkohle (Kahlbaum). 

. Carbovent (Österr. Verein f. chem. u. metallurgische Pro- 
duktion, Aussig a. E.). 

Es sei bemerkt, daß zur Bestimmung des Wassergehaltes 

in der Weise verfahren wurde, daß 1 g Kohle in einer Platin- 

schale bei 110° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet wurden. 

Zur Bestimmung des Aschengehaltes wird ebenfalls 1 g Kohle 

in einer Platinschale verascht. Die Veraschung geht schneller 

vor sich, wenn man das Kohlepulver vorher mit etwas Alkohol 

übergießt. Die in der folgenden Tabelle zusammengestellten 

Zahlen sind Mittelwerte aus zwei gut miteinander überein- 

stimmenden Bestimmungen. 

Gegen das Verfahren, das zur Bestimmung des Adsorptions- 
vermögens der Kohle angewandt worden ist, wäre vielleicht der 
Einwand berechtigt, daß bei der therapeutischen Wirkung der 
Kohle im Darm es sich nicht um Adsorption einfacher chemi- 
scher Verbindungen (Jod), sondern speziell bei den bakteriellen 


JOO Bm = PD m 
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Tabelle I. 
0,1g m 
r adsorbieren 
Kohlepräparat com */,-Jod- 
lösung 
1. Carbo animalis 
„Oranje“ 15,94 ccm 
2. Carbo animalis 
(Merck) ... .» 10,63 n 
3. Blutkohble ger. 
(Kahlbaum) . . 13,01 n 
4. Knochenkohle ge- 
pulv. (Kahlbaum) 769 » 
5. Buchenholzkohle 
(Kahlbaum) . . 9,39 n 
6. Lindenkohle 
(Kahlbaum) > o 4,85 n 
7. Carbovent . . . 12,07 n» 


Erkrankungen des Darmes um hoch molekulare Verbindungen 
handelt (Toxine), und daß man von vornherein ohne weiteres 
nicht behaupten kann, daß diejenige Kohle, die für Jod in 
vitro ein starkes Adsorptionsvermögen aufweist, auch Toxine 
in demselben Maße adsorbiert. Ich habe deshalb experimentell 
zu vergleichen versucht, ob zwei der oben angeführten Kohlen- 
präparate bei der Adsorption von Methylenblau und Tetanus- 
toxin ähnliche Resultate liefern, wie bei dem Jodverfahren. Es 
wurden die unter Nr. 1 und 2 erwähnten Kohlen untersucht 
und zur Bestimmung des Adsorptionsverfahrens für Methylen- 
blau folgendermaßen verfahren: 

0,1 g Kohle Nr. 1 wurde mit 50 ccm einer 0,15°/,igen 
Methylenblaulösung (medicinale E. Merck) 30 Minuten lang 
geschüttelt und zentrifugiert, in ähnlicher Weise, wie es oben 
bei dem Jodverfahren angegeben worden ist. 0,5 ccm der 
Methylenblaulösung wurden mit Wasser auf 50 ccm verdünnt und 
mit einer Methylenblaulösung von bekanntem Gehalt verglichen. 
Am besten geschieht dies in Meßzylindern mit 50 ccm Inhalt 
von gleicher Weite. Die Färbung der erhaltenen Methylenblau- 
lösung entspricht der Färbung einer Methylenblaulösung, die in 
50 ccm 0,075 Methylenblau enthält. Demnach waren in 50 ccm 
nach dem Schütteln 7,5 mg Methylenblau verblieben. Es sind 
adsorbiert 75 — 7,5 = 67,5 mg Methylenblau = 45 ccm der an- 
gewandten 0,15°/,igen Methylenblaulösung. Bei der Kohle 2 
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waren von der gleichen Methylenblaulösung nur 25,64 ccm 
adsorbiert. 

Setzt man das Adsorptionsvermögen der ersten Kohle = 1, 
so beträgt das Adsorptionsvermögen der zweiten Kohle nach 
dem Jodverfahren bestimmt: = 0,6668, nach dem Me- 
25,64 


- 


thylenblauverfahren 





— 0,5698. Damit ist erwiesen, daß 


diejenige Kohle, die für Jod ein starkes Adsorptionsver- 
mögen aufweist, sich Methylenblau gegenüber ebenso verhält. 
Zur Bestimmung der Adsorption von Tetanustoxin!) wurden 
50 cem Toxinlösung 1:10000 mit 0,2 g Kohle 30 Minuten 
lang geschüttelt, dann scharf zentrifugiert, mit physiologischer 
Kochsalzlösung entsprechend verdünnt und Mäusen subcutan 
injiziert. Zunächst mußte aber die Wirksamkeit des benutzten 
Tetanustoxins festgestellt werden. Man bezeichnet bekanntlich 
die tödliche Minimaldosis für Mäuse, d. h. diejenige Dosis, 
die eine weiße Maus von ca. 20 g im Laufe von 4 Tagen 
sicher tötet, als eine Toxineinheit. Die zur Bestimmung der 
Wirksamkeit des Tetanustoxins vorgenommenen Versuche sind 
in Tabelle II zusammengestellt. 


Tabelle II. 
Feststellung der Wirksamkeit des Tetanustoxins (Behring). 
Nr. d. | Gewicht | marxinläsune | Injizierte |Ţ7”Ţ7—7———— 






Resultat 


1 20 1: 100000 | 0,1 Exitus nach 60 Stunden 
2 19 1: 200000 0,1 ~ »n 60 ” 
3 17 1: 300000 0,1 n n 72 n 
4 17 1: 400000 0,1 “ „ 72 - 
5 20 1: 500000 0,1 » n 72 r 
6 19 1 : 1000000 0,1 r »n 65 5 
7 20 1: 2000000 0,1 ~- n 65 “ 
8 18 1:4000000 0,1 5 n 65 5 
9 17 1 : 5000000 0,1 = n»n 80 “ 

10 17 1: 6000000 0,1 ~ n»n 80 “ 

11 19 1: 7000000 0,1 lebt 

12 19  ; 1:8000000 0,1 a 


ked 


0,1 ccm der Verdünnung 1:6000000 enthalten eine Toxin- 
einheit, demnach entspricht 1 g Tetanustoxin 60000000 Ein- 


1) Das Präparat hat uns Exzellenz von Behring in dankenswerter 
Weise zur Verfügung gestellt. 
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heiten. Die nach der Behandluug der Tetanustoxinlösung 
1:10000 mit Kohle Nr. 1 erhaltenen Resultate ergeben sich 
aus der Tabelle III. 

Tabelle III. 


Feststellung der Wirksamkeit der Tetanustoxinlösung 
1:10000 nach der Behandlung mit Kohle Nr. 1. 


Nr. d. | Gewicht 1 Injizierte 
Ver- |der Maus Aszın.oEung Menge Resultat 
suche in phys. NaCl Scn 5 


Nach 30 Stunden Exitus 





1 1 10000 0,1 

2 1: 100000 0,1 lebt 
3 1: 200000 0,1 n 

4 1: 400000 0,1 n 

ð 1: 800000 0,1 » 

6 1 : 1000000 0,1 n 





0,1 ccm der Verdünnung 1:10000 enthalten eine Einheit, 
während die gleiche Menge der Verdünnung 1:100000%) nicht 
letal wirkt. Bei der Kohle 2, mit der unter gleichen Versuchs- 
bedingungen dieselbe Toxinlösung (1: 10000) geschüttelt wurde 
konnte eine so weitgehende Entgiftung derselben nicht fest- 
gestellt werden, wie aus Tabelle IV hervorgeht. 


Tabelle IV. 


Feststellung der Wirksamkeit der Tetanustoxinlösung 
1:10000 nach der Behandlung mit Kohle Nr. 2. 





Nr. d. | Gewicht Toxinlösung 


us lin phys. NaCl iia 









1 1 10000 0,1 

2 1: 100000 0,1 n 30 n n 
3 1: 200000 0,1 n 60 n ” 
4 1: 400000 0,1 lebt 

5 1: 800000 0,1 n 

6 1: 1000000 0,1 n 





Nach der Behandlung mit Kohle Nr. 2 enthält 0,1 ccm 
auch der Verdünnung 1:200000 1 Einheit. Kohle Nr. 1 konnte 
also die Tetanustoxinlösung in viel stärkerem Maße entgiften 
ale Kohle Nr. 2. 

Diese Resultate stimmen mit den oben mitgeteilten über- 
ein, und wir sehen daraus, daß das Jodverfahren uns tatsächlich 


2) Mangel an geeigneten Versuchstieren hat uns leider nicht erlaubt, 
die minimaltödliche Dosis noch genauer zu bestimmen. 
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ein richtiges Bild der Adsorptionskraft einer Kohle gibt. Damit 
ist natürlich nicht gesagt, daß nicht auch andere Substanzen, 
die sich, wie das Jod, in einfacher Weise bestimmen lassen, 
für die Messung der Adsorptionskraft der Kohle herangezogen 
werden können. 

Die in der Tabelle I mitgeteilten Zahlen zeigen uns, daß 
das Adsorptionsvermögen einer Kohle je nach ihrer Herkunft 
und offenbar auch Darstellungsweise schwankt. Das höchste 
Adsorptionsvermögen zeigt Kohle Nr. 1. Ein fast ebenso hohes 
Adsorptionsvermögen zeigt Kohle Nr. 3. Ein Zusammenhang 
zwischen Wasser- oder Aschengehalt und Adsorptionsvermögen 
läßt Tabelle 1 nicht erkennen. Nach diesen Erfahrungen kann 
man wohl für die in der Therapie angewandten Kohlen fordern, 
daß ihr Adsorptionsvermögen für 0,1 g Kohle mindestens 
10 ccm ”/ o- Jodlösung entspricht. Dieser Forderung genügen 
von den untersuchten Präparaten die unter Nr. 1, 2, 3 und 4 
angeführten. | 

. Es sei noch kurz auf ein Verfahren hingewiesen, das Gug- 
genheim!) zur Prüfung des Adsorptionsvermögens von, Tier- 
kohle und anderen Adsorptionsmitteln angegeben hat. Nach 
Guggenheim wird die Kohle mit ß-Imidazolyläthylaminchlor- 
hydratlösung geschüttelt und danach am isolierten Meerschwein- 
chendünndarm in der Versuchsanordnung von Magnus geprüft, 
eb die S-Imidazolyläthylaminlösung noch wirksam ist. Es wurde 
festgestellt, daß 3 g Blutkohle Merck 100 ccm einer 0,01 prom. 
ß-Imidazolyläthylaminlösung völlig entgiften. Guggenheim 
hat das f-Imidazolyläthylamin zur Prüfung des Adsorptions- 
vermögens der Kohle herangezogen, erstens weil diese Substanz 
als Ursache intestinaler Intoxikationen in Betracht kommen 
soll und zweitens, weil es nicht gleichgültig ist, ob man die 


Adsorptionskraft einer Kohle an einem hochmolekularen Farb- _ 


stoff, oder an einem Alkaloid oder Toxin prüft. Wir haben 
oben gesehen, daß diejenige Kohle, die Jod am besten adsor- 
biert, sich Methylenblau oder Tetanustoxin gegenüber ebenso 
verhält. Wenn da Unterschiede bestehen, so sind sie gering, 


1) M. Guggenheim, Über eine neue Methode zur Prüfung des 
Adsorptionsvermögens von Tierkohlen und anderen Adsorptionsmitteln. 
Therap. Monatsh. 50, 15, 1915. 
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und wir können sie für die praktische Beurteilung der Qualität 
einer Kohle vernachlässigen. Für die theoretische Erforschung 
des Wesens der Adsorption dürfen sie allerdings von erheb- 
lichem Interesse sein. Es liegt somit kein Grund vor, das 
ß-Imidazolyläthylamin für den vorliegenden Zweck zu benutzen. 
Auch ist der Versuch am isolierten Meerschweinchendünndarm 
für die Prüfung der Entgiftung der ß-Imidazolyläthylamin- 
lösung wegen der erforderlichen Tiere kostspielig und erfordert 
Apparate, die in pharmazeutischen Laboratorien nicht immer 
vorhanden sind. 

Die Annahme, daß die therapeutische Wirkung der Kohle 
auf einer Behinderung der Resorption giftiger Stoffe im Darm 
beruht, hat Wiechowski!) experimentell zu beweisen versucht. 
Nach den Angaben dieses Autors ist an Merckscher Tierkohle 
adsorbiertes Methylenblau völlig unresorbierbar, während andere 
Tierkohlen und Ton nicht in gleichem Maße wirksam sind. 
Auf dieses Verhalten des Methylenblaus im Darm bei gleich- 
zeitiger Anwesenheit von Tierkohle beruht ja die oben unter 
b) erwähnte Prüfungsvorschrift des österreichischen Ministeriums 
des Innern, wonach 3 g Kohle 65 ccm einer 0,15°/,igen Me- 
thylenblaulösung im Darm so weit entfärben, daß eine Resorp- 
tion von Methylenblau und damit eine Färbung des Harns 
nicht auftritt. 

Auch bei Phenol, Strychnin und Phosphor scheint nach 
Wiechowski unter gleichen Bedingungen bei der Applikation 
per os an Kaninchen eine Abnahme der Giftigkeit stattzufinden. 
Über die zugeführten Phenol-, bzw. Strychnin- und Phosphor- 
dosen macht leider Wiechowski keine genauen Angaben. Bei 
Phenol ist die Resorption nicht aufgehoben, da im Harn Phenol 
nachweisbar war. Nach diesen Angaben verhält sich also die 
Carbolsäure anders als das Methylenblau, das bei Anwendung 
Merckscher Tierkohle anscheinend völlig unresorbierbar ist. 
Immerhin ist zu bedenken, daß die Ausscheidungsverhältnisse 
des Methylenblaus noch nicht genügend klargelegt sind. Auch 
wird Methylenblau nicht ausschließlich mit dem Harn, sondern 
auch mit der Galle?) ausgeschieden. 


1) a. a. O. 
2) Vgl. L. Brauer, Untersuchungen über die Leber. Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 40, 182 (1903/1904). 
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Es erschien mir von Interesse, ähnliche Versuche bei einer 
Substanz auszuführen, deren Resorptions- und Ausscheidungs- 
verhältnisse klargelegt sind und für deren Bestimmung im 
Harn uns zuverlässige leicht auszuführende Methoden zur Ver- 
fügung stehen. Diese Substanz, deren Adsorption wir ja auch 
in vitro studiert haben, ist das Jod. Über die Ausscheidungs- 
verhältnisse des Jods sind wir namentlich durch die Unter- 
suchungen Antens!) genau unterrichtet. Bei der Applikation 
von ca. 0,5 g Kaliumjodid per os fand Anten beim Menschen, 
daß die Hauptmenge des zugeführten Jods in den ersten 
3 Stunden im Harn ausgeschieden wird, während von da die 
stündlich ausgeschiedene Menge abnimmt. Nach 42 Stunden 
ist kein Jod mehr im Urin nachweisbar. Die Gesamtmenge 
des im Harn ausgeschiedenen Jods betrug 65 bis 70°/, der 
zugeführten Menge. Wie verhält sich nun das Jod, das man 
nicht als solches, sondern von Kohle adsorbiert, per os appli- 
ciert? Es wurden folgende Versuche ausgeführt: 


Versuch 1. 


1. 0,2g Kohle Nr. 1 wurden mit 50 ccm %/, „-Jodlösung 
30 Minuten lang geschüttelt und danach 20 Minuten lang scharf 
zentrifugiert. Die Jodlösung wurde abgegossen, die Kohle 5mal 
mit je 50 ccm Wasser ausgewaschen, bis nach dem letzten 
Zentrifugieren das Waschwasser weder Jod noch Jodwasser- 
stoffsäure enthielt. 

2. 0,2 g Kohle ebenso behandelt. 

Bei Probe 1 wurde nach Verwaschung der Kohle das 
Jod nach dem Verfahren von Baumann-Anten?!) bestimmt. 
Sie enthielt 402,4 mg Jod. 

Probe 2 nahm ich am 8. März 7 Uhr morgens nach Ent- 
leerung der Blase in ca. 30 ccm Wasser ein. Der Urin der 
nächsten 60 Stunden wurde in 6 Portionen gesammelt und 
darin das Jod bestimmt. Die erhaltenen Resultate zeigt Ta- 
belle V. 

Die zugeführte Jodmenge, die zum Teil aus elementarem 
Jod, zum Teil aus Jodkalium bestand, betrug 402,4 mg Jod. 


1) H. Anten, Über den Verlauf der Ausscheidung des Jodkaliums 
im menschlichen Harn. Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 48, 
331, 1902. 
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Tabelle V. 

Stunden cm mg Proz. der eingeführten Menge 
0—6 580 130,6 32,45 
6—12 82,89 20,6 
12—24 49,48 12,3 
24—36 34,74 8,63 
36—48 12,83 2,18 
48—60 3,99 0,99 
814,58 78,05 


Es wurden ausgeschieden 32,4°/, der zugeführten Menge in 
den ersten 6 Stunden, während von da ab die im Harn 
erscheinende Jodmenge ständig abnahm, um im Urin der 
48. bis 60. Stunde etwas weniger als 1°/, der zugeführten 
Menge zu betragen. Die erhaltenen Zahlen stimmen also mit 
den von Anten angegebenen überein, und dieser Versuch führt 
uns zu dem unerwarteten Resultat, daß die Resorption des 
Jods nicht im mindesten behindert ist, wenn das Jod von 
Kohle absorbiert eingenommen wird. Die Bindung zwischen 
Jod und Kohle, die in vitro für destilliertes Wasser irrever- 
sibel ist, d.h. die Kohle an Wasser kein Jod abgibt, wird 
offenbar im Darm reversibel, und der Organismus ist imstande, 
das von der Kohle adsorbierte Jod ebenso zu resorbieren wie 
aus einer Jodkaliumlösung. Dieses Resultat stimmt mit den 
oben angeführten Angaben Wiechowskis für Methylenblau 
nicht überein. 

Ein zweiter Versuch mit Kohle Nr.2 ergab ein völlig 
gleiches Resultat. 


Versuch 2. 


0,3 g Kohle Nr. 2 wurden mit 50 ccm 3/, ,Jodlösung wie 
im Versuch 1 behandelt. Die Kohle wurde auf einem Filter 
gesammelt und im Vakuum über Schwefelsäure bis zur Ge- 
wichtskonstanz getrocknet. Auch nach dem Trocknen gab die 
Kohle an Wasser weder Jod noch Jodwasserstofisäure ab, 
während nach Zusatz von etwas Chloroform sich sofort eine 
Jodfärbung zeigte. 

0,1 g der getrockneten Kohle wurde verascht und in der 
Asche das Jod nach Baumann-Anten bestimmt. Es wurden 
gefunden: 66,26 mg Jod. 
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Die gleiche Menge nahm ich am 28. April 7 Uhr morgens 
wie im Versuch 1 ein. Um die Verhältnisse für eine Behin- 
derung der Resorption noch günstiger zu gestalten, nahm ich 
gleichzeitig mit der jodhaltigen Kohle die zehnfache Menge 
jodfreier Kohle, d.h. 1 g ein. Der Urin der nächsten 30 Stun- 
den wurde gesammelt und darin das Jod bestimmt. Die er- 
haltenen Analysenresultate sind in Tabelle VI zusammengestellt. 


Tabelle VI. 


Stunden ocm mg | Proz. der eingeführten Menge 





Diese Resultate stimmen mit den bei Versuch 1 erhaltenen 
vollkommen überein. 

Es zeigt sich also, daß die Vorstellung, wonach die Kohle 
imstande ist, die Resorption von Stoffen im Darm dadurch zu 
behindern, daß sie den betreffenden Stoff an sich reißt, wenig- 
stens für Jod experimentell nicht bestätigt werden kann. Es 
wäre falsch, die Verhältnisse in vitro mit den Verhältnissen 
im Darm in Parallele zu setzen und aus der Tatsache, daß 
die Kohle im Reagensglas das eine oder andere Gift adsorbiert, 
auf ein ähnliches Verhalten im Darm zu schließen. Es fragt 
sich, ob nicht vielleicht das Jod eine Ausnahmestellung ein- 
nimmt und sich völlig anders verhält als andere Gifte. Um 
dies zu entscheiden, müssen noch weitere Versuche, namentlich 
mit Alkaloiden ausgeführt werden und ihre Resorption bei An- 
und Abwesenheit von Kohle im Darm quantitativ verfolgt 
werden. Erst durch derartige Versuche würde man für die 
Entscheidung dieser Frage sichere Grundlagen gewinnen. Es 
wäre falsch, aus dem Umstand, daß die Kohle bei Vergiftungen 
therapeutisch günstig wirkt, den Schluß zu ziehen, daß es sich 
dabei tatsächlich um eine Behinderung der Resorption gehan- 
delt hat. Sichere Resultate können nur auf chemisch-analy- 
tischem Wege erhalten werden. Derartige Versuche erfordern 
freilich geeignete Versuchstiere, deren Beschaffung leider jetzt 
mit erheblichen Schwierigkeiten verknüpft ist. 


Adsorptionsvermögen der Tierkohle und seine Bestimmung. 13 


Zusammenfassung. 


1. Es wird ein Verfahren angegeben, um mittels Jodlösung 
das Adsorptionsvermögen der in der Therapie angewandten 
Kohlesorten zu bestimmen. Das Adsorptionsvermögen derartiger 
Kohlen soll für 0,1 g Kohle mindestens 10 ccm »”/ ,Jodlösung 
entsprechen. 

2. Von den untersuchten Kohlen zeigte diejenige, die 
Jod am meisten adsorbierte, für Methylenblau und Tetanus- 
toxin ein gleiches Verhalten. 

3. In Versuchen am Menschen wird gezeigt, daß die Re- 
sorption von Jod, das von Kohle adsorbiert ist, nicht behindert 
ist, sondern in gleichem Maße vor sich geht wie bei Appli- 
kation von Jod allein. 


Photographischer Nachweis von Emanationen bei 
biochemischen Prozessen. 


Von 


F. Scheminzky. 
(Eingegangen am 7. Juni 1916.) 
Mit 1 Tafel und 1 Figur im Text. 


Das Studium der Reichenbachschen Odlehre hatte mich 
dazu geführt, die Materie auf emanatorische Erscheinungen zu 
untersuchen. 

Das was Reichenbach mit „Od“ bezeichnete, können 
wir heute — als Analogon mit der Radioaktivität — mit dem 
Worte „Emanation“ identifizieren. Emanatorische Erscheinungen 
kommen der ganzen Materie ohne Ausnahme zu. Verf. kam 
zu dieser Anschauung durch seine mannigfachen Emanations- 
experimente. Doch wurde diese Auffassung der Emanation 
als allgemeines Naturgesetz bereits von Reichenbach an- 
gedeutet, nur in neuester Zeit von Prof. Benedikt ausgesprochen. 

Prof. Benedikt, der sich desgleichen schon lange mit den 
Emanationen befaßt hatte, bestätigt in seinem Versuchsberichte: 
„Die latenten (Reichenbachschen) Emanationen der Chemi- 
kalien“ 1) die Befunde Reichenbachs bezüglich der Chemikalien. 
Verfasser, der sich längere Zeit mit den Emanationen der Mi- 
neralien befaßt hatte, kam zu ähnlichen Resultaten und be- 
obachtete auch die interessante Tatsache des „Farbenfühlens“. 

Nach Benedikt geht auch der Gärungsvorgang mit einer 
Leuchtemanation vor sich. Zu demselben Resultate kam Ver- 
fasser bei den verschiedensten biochemischen Prozessen, mit 
Hilfe der photographischen Platte. 

Zunächst sei die allgemeine Methode der Aufnahme an 
Hand beigefügter Skizze besprochen. Die Aufnahme wurde in 


1) Konegen, Wien 1915. 


Biochemische Zeitschrift Band 77 Tafel 1. 





Fig. 1. Gärung. Fig. 2. Keimung. 





Fig. 3. Fäulnis. Fig. 4. Verwesung. 


Scheminzkf, Photogr. Nachweis von Emanationen Verlag von Julius Springer in Berlin. 
bei biochemischen Prozessen. 
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einem lichtdichten Kasten, der vom Verfasser für alle Arten 
von Emanationsaufnahmen konstruierten „Emanationskamera“ 
(Ka) gemacht. Am Boden derselben stand eine schwarze photo- 
graphische Schale (S), in der sich der emanierende Körper K 
befand. Darüber war eine Plattenschachtel angebracht, in deren 
Boden eine charakteristische Figur ausgeschnitten war. In der 
Dunkelkammer wurde dann dieselbe mit einer lichtempfindlichen 
Platte (P) beschickt und der Deckel D geschlossen, so daß ein 
Eindringen von fremdem Licht vollkommen ausgeschlossen war. 

Aus der Reihe der gemachten Aufnahmen seien 4 hier 
publiziert. (Siehe die zugehörige Tafel!) 

Gärung: Die Schale enthielt 











Pasteursche Lösung (25°), die mit % 9 
Saccharomyces cerevisiae beimpft f 
-Ka 


wurde. Expositionszeit 24 Stun- 


NNS 





STSSSSTCTTTIIIUN 


den. Das ausgeschnittene Kreuz == - g 
(Fig. 1) ist sehr deutlich, wenn ANA LU Y 
ORO 


auch solarisiert; verwendete Platte: 
Jca Extra rapid. 

Keimung: Die Emanationskamera wurde nun mit keimen- 
den Phaseolus vulgaris beschickt. Exposition etwa 22 Stunden. 
Das ausgeschnittene Mal (Fig. 2) gut sichtbar, wenn auch 
solarisiert; Plattensorte wie bei Gärung. Gleich an dieser Stelle 
möchte ich des sonderbaren Umstandes erwähnen, daß die von 
den Emanationen getroffenen Stellen auf dem Negativ lichter 
sind als die Umgebung. Es liegt hier der Fall einer Solarisation?) 
vor. Dergleichen Merkwürdigkeiten kommen aber auch sehr 
häufig bei Aufnahmen mit Radiumemanation und bei Röntgen- 
aufnahmen vor. Im vorliegenden Falle kommt sie offenbar da- 
durch zustande, daß die Bromsilberschicht der Platte durch 
die Emanationen vollständig zerstört wurde, während die nicht 
ausgeschnittenen, daher unbelichteten Stellen sich langsam im 
Entwickler schwärzen. Da aber die Form jedes Ausschnittes 
genau erkennbar ist, so bleiben die Aufnahmen dennoch be- 
weiskräftig, weil die Erklärung, die Schwärzung der ausge- 
schnittenen Stellen rühre von eingedrungenem Lichte her, weg- 
fällt. Die beiden folgenden Aufnahmen zeigen die Erscheinungen 


Fig. 1. 


1) Die Umkehr des Negativs ins Positiv. 
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der Solarisation nicht, haben also zweifellos eine geringere 
Aktivität. 

Fäulnis: Phaseolus vulgaris vom vorherigen Versuche wurde 
mit Bacterium termo beimpft. Exposition 11 Stunden; ausge- 
schnittenes Mal sehr gut erkennbar. Der für diesen Ver- 
such etwa zu machende Einwand, die Schwärzung der Platte 
rühre von Silbersulfid (aus dem bei der Fäulnis entstehenden 
Schwefelwasserstoff) her, fällt weg, da bei diesem und dem 
folgenden Versuche die Platte ausnahmsweise mit der Glasseite 
nach unten lag. 

Verwesung: Fäulnis unter Luftabschluß. Anordnung wie 
im vorigen Versuche, Phaseolus vulgaris mit Erde bedeckt; 
Expositionszeit 13 Stunden; Kreuzstern sichtbar. Dieser Ver- 
such beweist zugleich eine Absorption der Emanation durch 
die Erde, da die Schwärzung geringer war als im vorhergehen- 
den Versuche!). 

Nun drängt sich aber die Frage auf, wodurch entstehen 
und woraus bestehen die Emanationen? Auf diese Frage wird 
stets nach der Art der Emanationsquelle eine andere Antwort 
gegeben werden müssen. 

Die heutige Wissenschaft stellt sich das Atom als eine 
Kugel aus positiver Elektrizität vor, in der negative Elek- 
tronen schwingen. Bei diesen chemischen Prozessen, bei denen 
eine Atomumgruppierung stattfindet, dürften sich einzelne Elek- 
tronen aus dem Verbande lösen und mit ihrer früheren Ge- 
schwindigkeit in den Raum hinausfliegen. Die Emanationen bei 
biochemischen Prozessen dürften daher als Elektronenstrahlung 
aufzufassen sein. Fragen wir nach dem Grunde, der die Elek- 
tronen aus ihrem Verbande im Atom löst, so steht eine Er- 
klärung dafür noch aus. 

Eine solche kann uns nur von der Radiochemie werden, 
da die Radioaktivität nur „das Extrem der allgemeinen ema- 
natorischen Erscheinungen“ ist. Wir müssen auf deren Fort- 
schritte harren. Kennen wir die Ursache, so wird es wohl auch 
möglich sein, den Zerfall künstlich zu beschleunigen und da- 
mit neue Energiequellen zu verschaffen. 


1) Das Negativ wurde zur Herstellung des Clichés etwas retuschiert. 


Über Maisernährung in Beziehung zur Pellagrafrage. 


Von 
N) P. Suärez. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Straßburg.) 
(Eingegangen am 3. Juli 1916.) 


Zu allen früher bekannten Theorien über die Ursache der 
Pellagra sind in den letzten Jahren zwei neue hinzugekommen, 
die heutzutage am meisten Anhänger haben dürften. Die eine 
wurde von Horbaczewski!), Lode?) und Raubitschek? 
unabhängig voneinander aufgestellt. Diese Autoren sind au} 
Grund verschiedener Fütterungsversuche mit Mais der Meinung, 
daß die Pellagra, ähnlich wie der Fagopyrismus bei albino- 
tischen Pferden und Rindern, nach Genuß von Buchweizen, 
durch die sensibilisierende Wirkung eines fluorescierenden, im 
Mais enthaltenen Farbstoffes entstehe.e Die Arbeiten von 
Tappeiner‘) über photobiologische Sensibilisation und die 
darauffolgenden von Hausmann?) über die sensibilisierende 
Wirkung pflanzlicher und tierischer Farbstoffe waren der Aus- 
gangspunkt dieser Versuche und der daraus hervorgehenden 
Theorie. 

Die andere von C. Funk®) vertretene Anschauung nimmt 
an, die Pellagra sei eine Ernährungskrankheit, hervorgerufen 
durch den Mangel der Maisnahrung an gewissen lebenswichtigen 
Substanzen, „Vitaminen“, ähnlich wie es bei Beriberi, Skorbut, 


ı) Horbaczewski, Österr. Sanitätswesen, Beilage zu Nr. 31, 1910. 
Zweite Mitteilung ebenda Nr. 21, 1912. 

2) Lode, Wiener klin. Wochenschr. Nr. 31, 1910. 

3 Raubitschek, Wiener klin. Wochenschr. 23, Nr. 6, 1910. 

14) Tappeiner und Jodlbauer, Die sensibilisierende Wirkung 
Suorescierender Substanzen. Leipzig 1907. 

5) Hausmann, Wiener klin. Wochenschr. 23, 1287, 1910 und 
diese Zeitschrift 24, 275, 1908. 


©) C. Funk, Die Vitamine, Wiesbaden 1914. . 
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Barlowscher Krankheit und vielleicht auch bei andern Krank- 
heiten der Fall ist. Um die Richtigkeit dieser Behauptungen 
zu prüfen, habe ich unter der Leitung des Herrn Prof. Hof- 
meister nachstehende, leider infolge des Kriegs nicht ganz 
zum Abschluß gelangte Untersuchungen unternommen. 


I. Darstellung der fluorescierenden Substanz. 


In erster Linie habe ich mich damit befaßt, die fluores- 
cierende Substanz des Maiskorns in möglichst reinem Zustand 
zu isolieren. In Vorversuchen hatte sich ein „Maizenafutter“ gè- 
nanntes Produkt des Hauses „Corn Products Co. A. G. m. b. H. 
Hamburg“ am besten bewährt. Es enthält am meisten fluo- 
rescierende Substanz. Auch die Keime der Maiskörner eignen 
sich sehr gut dazu. Ich habe für meine Versuche das erstere 
Material verwendet. 

Die fluorescierende Substanz läßt sich am besten mit Al- 
kohol und Petroläther extrahieren. Chloroform, Äther usw. 
eignen sich nicht so gut dazu. In einem Kolben mit Rück- 
flußkühler wird 1 kg Maizena mit 21 85°/,igen Alkohols ver- 
mischt und unter zeitweiligem Schütteln während drei Stunden 
im Wasserbad erwärmt. Nun wird abkoliert und die Flüssig- 
keit mit zwei Teilen Wasser vermischt einige Stunden stehen 
gelassen. An der Oberfläche schwimmt dann eine gelbe, rahm- 
artige Schicht, und am Boden des Gefäßes hat sich ein dicker, 
weißer Niederschlag von Zein gebildet. Die dazwischen stehende 
Flüssigkeit ist farblos und etwas trüb. Die gelbe rahmartige 
Schicht wird abgeschöpft, zwischen Filterpapier getrocknet und 
in den Exsiccator gebracht. Wenn die Masse ganz trocken ge- 
worden ist, extrahiere ich sie mit Äther im Soxhletapparat, um 
das Zein von den anderen Substanzen zu trennen. Nach Ver- 
dunstung des Äthers bleibt ein gelbes Öl (Maisöl) zurück, in 
dem die fluorescierende Substanz enthalten ist. Um diese zu 
gewinnen, wird das Öl mit Natriumalkoholat verseift und während 
einiger Tage mit Äther im Soxhletapparat extrahiert. Beim 
Verdunsten des Äthers bleibt ein Phytosterin und die fluores- 
cierende Substanz zurück. Wird dieser Rückstand bei 0° mit 
kaltem Aceton übergossen, so löst sich die fluorescierende 
Substanz sehr schnell, das Phytosterin dagegen nur sehr lang- 
sam. Nach etwa einer halben Minute gießt man das Aceton 
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ab, läßt es verdunsten und behandelt den Rückstand ein zwei- 
tes und wenn nötig ein drittes Mal mit kaltem Aceton, bis 
schließlich die fluorescierende Substanz in kleinen ‘weißen Nadeln 
krystallisiert. 

Diese Krystalle sind im Wasser unlöslich, lösen sich da- 
gegen sehr gut in Äther, Petroläther, Essigäther, Pyridin, Me- 
thylalkohol und besonders in Äthylalkohol von 85°/,. Alle 
diese Lösungen fluorescieren außerordentlich stark, aber nicht 
grün, wie sich angegeben findet, sondern sehr schön himmelblau. 

Wegen der Ähnlichkeit der Fluorescenz mit derjenigen der 
Chininsalze hat Prof. Hofmeister für diese Substanz den Namen 
Zeochin vorgeschlagen. Das Zeochin wird durch anorganische 
Säuren leicht zerstört, dagegen nicht durch Alkalien. Eine 
Lösung von 1:100000 fluoresciert immer noch sehr stark. Mit 
dem gelben Maisfarbstoff hat es nichts zu tun. Dieser fluores- 
ciert nur, und zwar scheinbar grün, wenn er Zeochin enthält. 

Obiges Verfahren zur Gewinnung des Zeochins habe ich 
auch im Dunkeln durchgeführt, um zu sehen, ob Licht die 
Substanz verändert. Ich habe dabei keinen Unterschied gefunden. 


JI. Sensibilisierungsversuche. 


Um festzustellen, ob das Zeochin sensibilisierend wirkt, 
habe ich damit Versuche an Blutkörperchen und Paramaecium 
Coli in gleicher Weise, wie Hausmann in seinen Experimen- 
ten über sensibilisierende Wirkung pflanzlicher und tierischer 
Farbstoffe angestellt. 

Etwa 0,5 g Zeochin wurde in 100 g Methylalkohol gelöst. 
Davon wurden verschiedene Mengen mit. einer 1°/,igen Blut- 
körperchen-Suspension vermischt und je die Hälfte davon in 
ein zweites Glasrohr geschüttet. Das eine wurde am Licht 
gelassen und das andere ins Dunkle gestellt. 
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Darauf habe ich eine Aufschwemmung von Paramaecium 
Coli in gleicher Weise geprüft. 


mao _ m o nn rn ee an m m En U U o e 







Menge der Menge der | 
0,50], igen Paramaecium- l l 
Zeochinlösung | Coli-Auf- am Licht im Dunkeln 
schwemmung 







ccm ccm 






nach l 
: en a tot Nach 24 Stun- 
0 40a n á ” Ilden die Para- 
0 65» » . 5 maecien noch 
0 2Std. » i „ || am Leben 
0 5 » n n n 


Wie aus diesen Versuchen zu ersehen ist, wirkt Zeochin un- 
zweifelhaft auf rote Blutkörperchen, sowie auf Paramaecium 
Coli sehr stark sensibilisierend. | 

Ich prüfte weiter die Wirkung auf Säugetiere’). 

Eine 1°/,ige Lösung des Zeochins in Methylalkohol wurde 
mit physiologischer Kochsalzlösung auf das 10fache verdünnt. 
Davon wurden 4 weißen Kaninchen je 2'/, ccm unter den üb- 
lichen aseptischen Maßregeln subcutan beigebracht. Zwei Tiere 
wurden am Tageslicht gelassen und die zwei andern ins Dunkle 
verbracht. Die Einspritzungsstelle der am Licht verbliebenen 
Tiere rötete sich nach einigen Stunden. Darauf bildete sich 
in den folgenden Tagen ein erbsengroßer Knoten, über dem 
die Rötung der Haut verblieb. Nach und nach verkleinerte 
sich der Knoten, und nach ungefähr 30 Tagen war er ver- 
schwunden. Das Haar fiel nicht aus. Auch bei den Tieren 
im Dunkeln bildeten sich Knoten, nur war die Rötung weniger 
intensiv. Während der durch 20 Tage fortgesetzten Einspritz- 
ungen konnte ich keine Allgemeinsymptome konstatieren. 

Ich versuchte nun die intravenöse Einspritzung. Etwa 
0,5 ccm der angeführten Methylalkohol-Zeochin-Lösung wurde 
täglich mit 5 cem Kochsalzlösung in die Ohrvene eines Kanin- 
chens eingespritzt. Im übrigen wurde verfahren wie bei den 
obigen Versuchen. Es wurden 6 Stück Kaninchen verwendet, 
die zu anderen Zwecken vorher auf dem Rücken vacciniert 


1) Die Injektionsversuche sind nachträglich im bakteriologisch- 
hygienischen Institut Bern ausgeführt. Für die Überlassung des Materials 
bin ich Herrn D. Tomarkin zu bestem Danke verpflichtet. 
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worden, aber wieder ganz hergestellt waren. Die Haut hatte 
an der vaccinierten Stelle ihre normale Farbe wiedergewonnen. 
Nur das Haar war noch nicht vollständig nachgewachsen. 

Nach 5 bis 8 Tagen zeigte sich bei den drei am Licht 
gehaltenen Tieren an der vaccinierten Stelle eine schwache 
Rötung, die immer stärker wurde, bis die Haut dort schließ- 
lich nach etwa 20 Tagen eine rotviolette Färbung annahm und 
rauh wurde. Nach 10 bis 15 Tagen röteten sich auch die Ohren, 
bis sie am Ende des Versuches dunkelrot waren. Bei keinem 
Tiere konnte ich Haarausfall bemerken, auch keine Diarrhöe 
noch irgendwelche nervösen Symptome. Keins der Kaninchen 
im Dunkeln zeigte Rötung, obschon sie auf gleiche Weise vac- 
ciniert worden waren. Nach 30 Tagen habe ich diese Versuche 
eingestellt. 10 Tage später war die oben beschriebene Rötung 
noch deutlicher geworden, auch die übrige Haut des Rückens 
und der Seitenteile zeigte eine hellrote Färbung. 

Aus diesen Versuchen läßt sich ersehen, daß das Zeochin 
auch auf den Säugetierorganismus sensibilisierend wirkt, und 
zwar anscheinend intensiver, wenn die Wiederstandsfähigkeit 
der Haut vermindert ist. 


III. Fütterungsversuche. 


20 über 8 Monate alte Mäuse brachte ich einzeln in einen 
Glaskäfig. Die Hälfte davon wurde dem Tageslicht ausgesetzt 
und die andere ins Dunkelzimmer gestellt. Alle Tiere erhielten 
mit Milch zubereitete Polenta, und für jedes Stück wurden noch 
täglich während 3 Monaten 10 Tropfen Maisöl und später statt 
dessen etwa 1 cg Zeochin beigefügt. Die Tiere nahmen das 
Futter gerne, und fast alle nahmen an Gewicht zu. Nach 
6 Monaten brach ich den Versuch ab, ohne an den Tieren 
irgendwelche photodynamische Wirkung bemerkt zu haben. 

Unter den gleichen Bedingungen beobachtete ich 16 Stück 
Meerschweinchen, denen ich Maizena mit gehackten Rüben als 
Futter verabfolgte.e Nach 6 Monaten konnte ich auch hier 
keine sensibilisierende Wirkung konstatieren, obschon die Tiere 
dieses Futter mit großer Vorliebe fraßen und deshalb sehr viel 
Maizena zu sich nahmen. Derselbe Versuch mit Maismehl und 
Rüben ergab das gleiche Resultat. 

Ferner wurde an 12 ausgewachsene weiße Mäuse mit 
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Wasser bereiteter Maizenabrei verfüttert. Sie fraßen ihn gerne, 
verloren aber allmählich an Gewicht. 





































































Tabelle I. 
a Gewicht am Versuchstage ing nn 
= März 1915 
Du : 
Z, 3.|5.; 7. | 9. |11. 118. |15. } 17. | 19.121. 21> 28. | 25. | 27. | 29. 
= >= = m M u 
Z | 118,5 18,8 19,1 18,5l16,2 17,6 17,7116, 163 15,9015,8'14,5. 14,1 13,31 
= | 2 [20,0/19,3.19,4 19,1/18,7,18.2,18,0,17,2117,1,16,4!15,5,14,3ț! 
8, | 8 |17,7,17,7.17,2 16,8116,5 16.0:16,1115,3114,7: 1441331128 11,6t 
È |4 [21,8 21,6 21,0.21,4,21,1'20,6 19,6/19,1 18.3 17,7:16,8,15,0 |14,4f 
= | 5j28,2123,3'23,9 23,2)22,822,121,4121,0:20,2119,7 19,2118,8 :17,4t:16,6t 
<|6 17,8 17,2/16,8116,1.15,6114,7]14,2 13,5/13,1:12,8|12,7 11,8} | 
= |1119,2|19,719,6118,8118,418,1]17,5'16,8/16,3]15,7114,7]13,9 |13,5 |18,01] 
3 |2]19,0118,2 18,3|17,8:17,6.17,2116,4.16,0,15,4 14,6112,9112,2 [11,9 
S |3|22,4:21,9:21,2'20,9.20,319,4118,8:18,1117,3 16,2115,515, 1) 
Â |4|16,7116,8 17,6,17,0 16,6,16.8115,9 15,4,15,0114,7.13,8113,1 |12,8 
g |5 120,2 21,0 20,4 19,919,8119,4:19,6:18,7.18,217,6.17,3]16,7 15,6 114,8 114.3} 
= |6 |18,8'18,4j18,8|18,4 19,2)18,8:18,5|17,7/17,0|16,7.16,1j15,4 [14,6 [13,8 [13,61 





Bis zum 20. Tage wurde nichts Außergewöhnliches bemerkt. 
Von da ab bis zum 25. Tage erkrankten die Tiere, eins nach 
dem anderen. Es trat auffallende Unruhe und Schreckhaftig- 
keit auf; das Futter wurde aus dem Napf, herausgeworfen und 
großenteils verschmäht. Am nächsten Tage steigerte sich das 
aufgeregte Verhalten. Beim geringsten Geräusch schreckten die 
Tiere zusammen. Nach Herausnahme aus dem Käfig zeigten 
sie höchst auffällige Bewegungsstörungen. Die meisten liefen 
unaufhörlich im Kreise herum, ähnlich japanischen Tanzmäusen. 
Vorübergehend traten ausgesprochene Reitbahn- und Rollbe- 
wegungen ein. Auf Erschrecken oder Anfassen kam es mehr- 
fach zu Krämpfen von vorwiegend tonischem Charakter und 
bis zu ?/, Minute langer Dauer, worauf eine Periode von Be- 
wegungslosigkeit und schwerer Ermüdung folgte. Gelegentlich 
wurde dauerndes Rückwärtskriechen und auch unsicherer, schwan- 
kender Gang beobachtet. Gewöhnlich traten unter Schwinden 
dieser „Kleinhirnsymptome“ am dritten Tage Lähmungen und 
Paresen ein. Bei einigen war nur eine Extremität, bei andern 
eine vordere und eine hintere Extremität derselben Seite ode! 
gekreuzt gelähmt; nur bei einem Tiere sah ich vollständige 
Lähmung aller Extremitäten. — In diesem Zustand wurden die 
Tiere apathisch, fraßen nicht mehr und am Ende des dritten 
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Tages nach Erscheinen der ersten krankhaften Symptome gingen 
sie regelmäßig ein. Die Autopsie lieferte kein besonderes Er- 
gebnis. 

Das Verhalten der Tiere im Dunkeln und am Tages- 
licht war vollständig dasselbe. 

Ganz genau gleich verfahren habe ich mit feingesiebtem 
Maismehl und mit demselben Erfolge. Nur zeigten sich hier 
die ersten Symptome erst am 35. Tage und waren bei einigen 
Tieren nicht so intensiv. 


Tabelle II. 
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Nach wiederholten ähnlichen Versuchen gab ich den Tieren 
beim Eintritt der ersten Symptome Bierhefe!) zu dem Maizena- 
futter hinzu. Ihr Zustand besserte sich rasch, und 2 bis 3 
Tage darauf verhielten sie sich wieder normal. Wurde aber 
die Hefe dem Futter erst am dritten Tage nach dem Auftreteiı 
der Krankheitserscheinungen beigefügt, so waren sie nicht mehr 
zu retten. Mit Maismehl waren die Tiere nicht zu heilen. 

12 andere weiße Mäuse, von denen die eine Hälfte am Tages- 
licht, die andere im Dunkeln gehalten wurde, habe ich mit 
Maizena und einem Zusatz von je 5 g roher Milch ernährt. 
Sie blieben am Leben, ohne Haut- oder Nervensymptome zu 
zeigen. Nach 6 Monaten wurde der Versuch abgebrochen. 

Da ich nun die oben beschriebenen Symptome für experi- 
mentelle Beriberi hielt, wollte ich sehen, wie sich Geflügel bei 


1) „Nährhefe“ des Instituts für Gärungsgeworbe, Berlin. 
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gleicher Ernährungsweise verhält. 10 Tauben wurden mit 
Maizena gefüttert. Die ersten 15 bis 20 Tage nahmen sie diese 
Nahrung gierig, dann wollten sie nicht mehr recht fressen, und 
ich fütterte sie künstlich. Auch hier wurden die Versuche im 
Dunkeln und am Licht gemacht. — Nach einem Zeitraum von 
25 bis 35 Tagen zeigten 4 am Licht und 3 im Dunkeln ge- 
haltene Tiere deutliche Erscheinungen von experimenteller Beri- 
beri, genau wie bei der Fütterung mit poliertem Reis. — Die 
Tiere konnten nicht mehr gehen und nicht mehr fliegen. Einige 
zeigten Kontrakturen, andere verfielen in Krämpfe, wenn man 
sie erschreckte oder wenn man ihnen etwas zu trinken ein- 
flößBen wollte. Der Kopf wurde nach hinten gedreht, die Beine 
an den Körper gezogen, die Tiere blieben längere oder kürzere 
Zeit unbeweglich liegen. Alle Tiere litten an Diarrhöe, und 
1 bis 2 Tage nach Eintritt der ersten Erscheinungen gingen 
sie sämtlich zugrunde. Eine am Licht und zwei im Dunkeln 
gelassene Tiere starben, ohne auffallende krankhafte Erschein- 
ungen zu zeigen. Durch Verabfolgen von Bierhefe wurden die 
Tiere rasch geheilt. Auch durch Zufuhr von Maiskörnern wur- 
den sie gerettet, wenn diese sofort bei Eintritt der ersten 
Krankheitserscheinungen verabreicht wurden, nicht aber wenn 
letztere schon fortgeschritten waren. 

Mit Maiskörnern gefütterte weiße Tauben zeigten 6 Monate 
vorzügliches Gedeihen. Trotzdem sie am Licht gehalten wur- 
den, war keine photodynamische Wirkung zu bemerken. 


Entgegen den Resultaten von Lode, Lucksch!), Horba- 
czewski und anderen, die angeben, bei Fütterung von Mäusen 
und Kaninchen mit Polenta schon nach einigen Wochen deut- 
liche photobiologische Erscheinungen beobachtet zu haben, er- 
gibt sich aus den mitgeteilten Versuchen, daß die Ernährung 
von weißen Mäusen, Meerschweinchen und Tauben mit Mais 
oder Maizena während 6 Monaten keine photodynamische Wir- 
kung erzeugte, ebensowenig bei Zugabe von Maisöl oder reinem 
Zeochin. Diese experimentellen Beobachtungen entsprechen der 
Erfahrung, daß Leute, die jahrelang täglich Mais genießen, 
keine Symptome von Sensibilisierung aufzuweisen brauchen. 


!) Luoksch, Zeitschr. f. Hyg. 58, 479, 1908. 
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Im nordöstlichen Spanien z. B. gibt es viele Gegenden, wo alle 
Bauern jahraus, jahrein große Mengen gebackenen Mais mit 
Milch genießen; trotzdem ist die Pellagra daselbst vollständig 
unbekannt. Andererseits ist es unzweifelhaft, daß Zeochin sen- 
sibilisierend wirkt, wie aus den vorangehenden Versuchen er- 
sichtlich ist. 

Obschon demnach das Erythem der Pellagra wahrschein- 
lich in Zusammenhang mit der sensibilisierenden Wirkung des 
Zeochins steht, ist doch anzunehmen, daß noch etwas anderes 
mitspielt, um den Organismus für diese Noxe empfänglich zu 
machen. Auch bedarf es dann noch immer einer Erklärung für 
das Auftreten der andern Pellagrasymptome, besonders derjenigen 
des Nervensystems, die mit der Sensibilisation sicher nichts zu 
tun haben. Will man also das Krankheitsbild der Pellagra im 
Lichte der Sensibilisationstheorie auffassen, muß man noch ein 
anderes ursächliches Moment annehmen. | 

Die Beobachtung einerseits, daß die ausschließliche Er- 
nährung von Mäusen und Tauben mit Maizena oder fein ge- 
siebtem Maismehl Symptome hervorruft, die ganz ähnlich sind 
denjenigen der experimentellen Beriberi, andererseits die Tat- 
sache, daß nach intravenöser Einspritzung von Zeochin bei Ka- 
ninchen dieses sensibilisierend wirkte, und zwar besonders auf 
Hautstellen, wo wegen eines vorangegangenen Prozesses die 
Widerstandskraft geschwächt war, veranlassen mich anzunehmen, 
daß beide Faktoren, Mangel an irgendwelchen akzesso- 
rischen Nährstoffen und Sensibilisation durch Zeochin 
bei der Entstehung der Pellagra beteiligt sind. Man 
könnte sich den Vorgang folgendermaßen denken: Die einseitige 
Maiskost erzeugt eine chronische Ernährungsstörung, die zu 
nervösen Symptomen führt, dabei auch zu neurotrophischen 
Störungen in der Haut, wodurch diese für die photodynamische 
Wirkung des Zeochins empfindlich wird. 

Die Annahme, daß bei dem Zustandekommen der Pellagra- 
symptome zwei Faktoren zusammenwirken, ist bereits von 
O. Umnus?) ausgesprochen worden. „Die pellagragene Wirkung 
des Mais besteht in einer Intoxikation durch ein alkohollösliches 
Toxin (Zein) und in einer pathologischen Sensibilisation durch 


1) O. Umnus, Zeitschr. f. Immunitätsforschung. Orig. 18, 401, 1912. 
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den fluorescierenden Farbstoff.“ Dieser Auffassung ist jedoch 
entgegenzuhalten, daß für eine toxische Wirkung des Zeins, 
wenngleich es unter den Eiweißkörpern wegen Abgangs der 
Tryptophangruppe eine besondere Stellung einnimmt, keinerlei 
Tatsachen sprechen. Auch die Annahme von Umnus, daß 
der gelbe Maisfarbstoff das fluorescierende und sensibilisierende 
Agens darstellt, trifft nicht zu. 

Es soll übrigens nicht verhehlt werden, daß auch mein 
Deutungsversuch keine restlose Erklärung des Krankheitsbildes 
gibt. Die bei Pellagra so häufigen psychischen Erkrankungen 
sind in ihrer Gesamtheit schwerlich auf die Beriberi erzeugende 
Ernährungsstörung zurückzuführen. Ob sie mit der Sensibili- 
sierung in Beziehung gebracht werden dürfen, ist zur Zeit nicht 
zu entscheiden. 


Zusammenfassung. 

1. Der blau fluorescierende im Mais enthaltene Stoff (das 
Zeochin) wirkt photodynamisch auf rote Blutkörperchen und 
Paramaecium Coli und auch bei intravenöser Einspritzung auf 
Kaninchen. Dagegen war bei Zugabe von Zeochin zum Futter 
während 6 Monaten bei Mäusen keine photodynamische Er- 
scheinung zu beobachten. 

2. Bei ausschließlicher Fütterung weißer Mäuse und Tauben 
mit Maizena oder mit fein gesiebtem Maismehl zeigen die Tiere 
nach bestimmter Zeit ein beriberiähnliches Krankheitsbild, das 
nach Verabreichung von Bierhefe rasch verschwindet. 

3. Es ist die Annahme gestattet, daß bei der Pathogenese 
der Pellagra sowohl die photodynamische Wirkung des Zeochins 
wie auch der Mangel an akzessorischen Nährstoffen beteiligt sind. 


Beitrag zum mikrochemischen Nachweis des Eisens in 
der Pflanze, insbesondere des „maskierten“. 


Von 


Adele Wiener. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der k. k. Universität in 
Wien. Nr. 92 der II. Folge.) 


(Eingegangen am 4. Juli 1916.) 


I. 
Einleitung. 

Der mikrochemische Eisennachweis im lebenden Organis- 
mus ist von großer Bedeutung, da das Eisen höchstwahrschein- 
lich für alle Lebewesen unentbehrlich ist und man aus seiner 
Verteilung im Organismus vielleicht auch Anhaltspunkte über 
seine Funktion gewinnen könnte. 

Aber dieser lokalisierte mikrochemische Eisennachweis ist 
zugleich eine der schwierigsten Aufgaben. Denn erstens tritt 
das Eisen im lebenden Organismus nicht immer in ionisierter, 
mit den Eisenreagentien leicht nachweisbarer Form auf, sondern 
oft in komplexem, oder wie Molisch!) sagt, „maskiertem“ Zu- 
stand, aus dem es sich nur äußerst schwer oder gar nicht be- 
freien läßt. Man findet in der Literatur viele Angaben, die 
darauf hinweisen, daß es durch ein mehr oder weniger kom- 
pliziertes Verfahren gelungen sei, das Eisen aus seinem mas- 
kierten Zustand zu befreien und lokal nachzuweisen, d.h. an 
der Stelle, an der es sich im lebenden Organismus befand. 
Aber ehe die exakte quantitative Makrochemie diese Angaben 
bestätigt, muß man ihnen mit äußerster Skepsis begegnen. 


1) Die Pflanze in ihren Beziehungen zum Eisen. Jena 1892. — Der- 
selbe, Bemerkungen über den Nachweis von maskiertem Eisen. Ber. d. 
Deutsch. botan. Ges. 11, H. 2, 73 bis 75, 1893. 
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Denn Eisen, das angeblich aus dem maskierten Zustand befreit 
und dann nachgewiesen wurde, kann während der Reaktion 
von außen hineingelangt und von bestimmten Organen der Zelle 
gespeichert worden sein. Darin liegt die zweite große Schwierig- 
keit des mikrochemischen Eisennachweises. Das Glas enthält 
Eisen, das von sauren Reagentien herausgelöst werden kann; 
jedes Reagens kann in Spuren Eisen enthalten, und an den Instru- 
menten kann in Form von mikroskopischen Staubteilchen Eisen 
haften. Besitzt nun ein bestimmtes Organ der Zelle die Fähig- 
keit, Eisen anzuziehen und zu speichern, so liegt eine große 
Anzahl von Fehlerquellen vor, die die Anschauungen über die 
Verteilung des Eisens im lebenden Organismus nicht zur Klarheit 
kommen läßt. Diese Unklarheit tritt denn auch in der Literatur 
über diesen Gegenstand zutage, die teils neue Methoden zur 
Befreiung von maskiertem Eisen aufweist, teils diese neuen 
Methoden als irrtümlich widerlegt. Es würde zu weit führen, 
hier alle diese Arbeiten aufzuzählen. Man findet die wichtig- 
sten in dem Sammelreferat von E. Zacharias!) zusammen- 
gestellt. Ich will hier nur auf die diesbezügliche Arbeit von 
Macallum eingehen, deren Methodik ich infolge der gütigen 
Anregung von Herrn Prof. Molisch zur Lösung bestimmter 
physiologischer Fragen anzuwenden suchte. 

Ich benütze gleich diese Gelegenheit, um meinem ver- 
ehrten Lehrer für die stete Förderung, die er meiner Arbeit 
angedeihen ließ, meinen aufrichtigsten Dank auszusprechen, und 
auch Herrn Assistenten Josef Gicklhorn für das rege Inter- 
esse, das er meiner Arbeit entgegenbrachte, bestens zu danken. 


II. 


Einige Methoden Macallums und ihre makrochemische 
Diskussion, 


Macallum?) stellt die Behauptung auf, daß das Eisen, 
abgesehen von den Eisenverbindungen im Hämatin, Hämo- 
globin und Eidotter, in allen isolierten Zellen, die in irgend- 


1) Die chemische Beschaffenheit von Protoplasma und Zellkern. 
Progr. rei bot. 8, 124ff., 1910. 

2) On the distribution of assimilated iron compounds, other than 
haemoglobin and haematins, in animal and vegetable cells, IV. Journal 
of microscopical science, 88, part 2, 175ff., 1895. 
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einem Organ Eisen in maskierter Form enthalten, als schwarz- 
grünes Sulfid lokal gefällt werden kann, wenn die Zellen zuerst 
in Alkohol gehärtet!) und dann mit einer Mischung von 2 T. 
farblosem NH,HS und 1 T. 50°/,igem Glycerin auf dem Objekt- 
träger bei 30° bis 50°C. einen oder mehrere Tage hindurch be- 
handelt werden °). 

Diese mikrochemische Reaktion im Gewebe hat der Autor, 
wie er an derselben Stelle angibt, auf makrochemischem Weg 
kontrolliert, indem er gelbes Blutlaugensalz, K,[Fe(CN),], das 
Eisen in maskierter Form enthält, auf NH,HS bei 30° bis 50° 
durch einen oder mehrere Tage einwirken ließ. Er erhielt nach 
eintägiger Reaktionsdauer bei 40° aus 10 cm? einer 10°/,igen 
K,[Fe(CN),]-Lösung, die also 1 g des Salzes enthielt, einen FeS- 
Niederschlag, der filtriert, in verdünnter Schwefelsäure gelöst 
und mit einer genau gestellten Permanganatlösung titriert wurde. 
Als Resultat ergab sich bei Abwesenheit von freiem Ammoniak 
0,0113 g Fe’), während nach der theoretischen Berechnung 1 g 
K,[Fe(CN),] 0,1516 g Fe enthalten soll‘), also ungefähr das 
15fache des erreichten Resultates. Aber obwohl der Autor oben 
ausdrücklich bemerkt: „By paying due attention to all the con- 
ditions, it is possible to liberate, as sulphide, all the iron of 
such solutions“, soll aus dieser Divergenz zwischen Theorie und 
Experiment kein Schluß gezogen werden; es ist ja möglich, 
daß hier ein Tag zur vollständigen Ausfällung des Eisens nicht 
genügte. 

Ich habe dieses Experiment wiederholt, indem ich in einer 
gewöhnlichen verschließbaren Glasdose ebenfalls bei einer Tem- 
peratur von ungefähr 40°C. eine ziemlich konzentrierte Lösung 
von gelbem Blutlaugensalz mit einer Ammonsulfidlösung zu- 
sammenbrachte. Nach zehntägiger Einwirkung der beiden Salze 
aufeinander im Thermostaten zeigte sich auch wirklich ein 
grünlich-schwarzer Niederschlag, der nach Filtration und Auf- 


1) S. 184. 
2?) S. 180. 
3) S. Fußnote auf S. 180. | 
% 1g K,[Fe(CN),] enthält x Fe, 
wenn 368,30 „ ie n  55,84g Fe enthalten (nach ihrem 
| Molekulargewicht) 


x = 55,84 : 368,3 = 0,1516. 


30 A. Wiener: 


lösung in Salzsäure mit Rhodankalium eine schöne Rotfärbung 
ergab. Es war also wirklich Eisen als Eisensulfid ausgefallen. 

Da ich aber in der Folge durch die Unregelmäßigkeit der 
Resultate in meinen mikrochemischen Untersuchungen an Ge- 
weben skeptisch geworden war, so wurde dieser Versuch in 
folgender Form wiederholt: Eine verschließbare Glasdose habe 
ich zuerst ausparaffiniert!,, um zu verhindern, daß die Re- 
agentien Eisen aus dem Glas herauslösen, dann darin Krystalle 
von gelbem Blutlaugensalz in destilliertem Wasser auflösen 
lassen, ferner aus der gesättigten Lösung, die mit keinem Glas- 
gefäß in Berührung gekommen war, mit einem Glasspatel die 
ungelösten Krystalle entfernt und eine ganz frisch bereitete 
Ammonsulfidlösung hinzugefügt. Die Menge der Blutlaugensalz- 
zur Ammonsulfidlösung verhielt sich ungefähr wie 1:2. Die 
Dose war bis zum Rande gefüllt, so daß der Luftraum zwischen 
dem ebenfalls mit Paraffin überzogenen Deckel und der Lösung 
sehr klein war. Außerdem wurde die Dose im verdunkelten 
Raum gehalten, wodurch einer Oxydation der Ammonsulfidlösung 
und einer dadurch etwa verursachten Herabsetzung ihrer Wirk- 
samkeit so gut als möglich vorgebeugt werden sollte. Einer er- 
höhten Temperatur konnte die Dose natürlich nicht ausgesetzt 
werden, da das Paraffin geschmolzen wäre; sie wurde mit Rück- 
sicht auf die Bemerkung Macallums°): „A lower temperature will 
suffice when time is prolonged“ bei Zimmertemperatur 10 Wochen 
lang stehen gelassen. Aber trotz der ungefähr 7fach verlän- 
gerten Zeit konnte nicht die geringste Trübung beobachtet werden. 
Die Mischung blieb bis dahin wasserklar. 

Man muß daraus schließen, daß das Eisen, das in meinem 
ersten Versuch als Sulfid ausgefallen war, teils in den nicht 
frisch bereiteten Reagentien als Verunreinigung enthalten war, 
teils aus dem Glas der Dose herausgelöst wurde. 

Dieses Resultat stimmt mit den Anschauungen, die in der 
ganzen Makrochemie Geltung haben, wohl überein. So sagt 








1) Das Paraffinieren von Glasgefäßen, eine Methode, die Molisch 
mit vielem Erfolg in die Physiologie einführte, um die Berührung von 
Flüssigkeiten mit dem Glasgefäß zu verhindern, wurde hier genau nach 
Molischs Angaben ausgeführt: Sitzungsber. d. kais. Akad. d. Wissensch. 
in Wien, math.-naturw. Kl., 104, Abt. I, Okt. 1895: Die Ernährung der 
Algen (Süßwasseralgen) I. Abh., S. 8. 

?) 1. c. S. 180. 
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z. B. Treadwell!): „Aus Ferro- und Ferricyanverbindungen 
läßt sich das Eisen nicht einmal mit Schwefelammonium ab- 
scheiden.“ Und was sich bei innigstem Kontakt der beiden 
Substanzen in wäßriger Lösung als unmöglich erwies, sollte 
im hochorganisierten Gewebe möglich sein, wo sich die ver- 
schiedenen Kolloide und permeablen Membranen als vielfache 
Hindernisse zwischen die Substanz im Innern der Zelle und 
das von außen eindringende Reagens legen? Trotzdem be- 
hauptet Macallum?): „Ammonium hydrogen sulphide, then, 
may be regarded as a reagent of very great value in the in- 
vestigation of masked compounds of iron, and it must con- 
stitute a final test for this purpose, whenever the accuracy of 
the other reagents... is called in question.“ Dieser Umstand, 
daß Macallum hier wie auch später?) die Schwefelammon- 
reaktion für den mikrochemischen Nachweis von maskiertem 
Eisen als oberste Instanz betrachtet und ihre Genauigkeit höher 
anschlägt als die aller anderen Eisenreaktionen, hat mich be- 
wogen, hauptsächlich diese Methode bei meinen Untersuchungen 
anzuwenden. Außerdem kommen hier nur zwei Reagentien 
in Betracht, nämlich Alkohol und Schwefelammonium, deren 
Eisengehalt in Erwägung gezogen werden muß, während alle 
anderen-von ihm angegebenen Methoden eine ganze Reihe von 
Reagentien erfordern. 

Vorübergehend habe ich mich auch mit der Methode des 
schwefelsauren Alkohols befaßt, obwohl ihre Richtigkeit von 
Macallum selbst gar nicht bewiesen wurde. Er geht dabei 
von folgender Erfahrung aus‘): Einer seiner Schüler erhielt im 
Ovarium von Erythronium nach zweiwöchiger Behandlung 
mit Bunges Flüssigkeit, die 90 T. 95°/ igen Alkohol und 10 T. 
25°/ ige Salzsäure enthält, bei 20° sofort eine markante, auf 
den Kern beschränkte Eisenreaktion nach Anwendung von 
Schwefelammonium, woraus man auf die Anwesenheit von an- 
organischem Eisen schließen mußte, obwohl mar erwartet hatte, 
daB die Bungesche Flüssigkeit alles anorganische Eisen heraus- 


1) Lehrbuch der analytischen Chemie 1, 122, 1911. 

t) 1. c. S. 188. 

3) Macallum: Methoden und Ergebnisse der Mikrochemie in der 
biologischen Forschung in „Ergebnisse der Physiologie“. 7, 590 u. 691, 1908. 

+) 1, o. S. 188f. 
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gelöst habe. „I was at first inclined to believe that the iron 
so shown was due to diffusion into the nuclei of that present 
in an inorganic form in the tissues; but repeated experiments 
have demonstrated the incorrectness of this explanation, and 
that Bunges fluid liberates the iron of organic compounds.“ 
Eine Angabe darüber, wodurch die Experimente die Unrichtig- 
keit seiner Vermutung dargetan haben, konnte ich nirgends 
finden. | 

Des weiteren führt er aus!), daß salpetersaurer und be- 
sonders schwefelsaurer Alkohol, den er in seiner Publikation 
aus dem Jahre 1908 noch besonders empfiehlt, verwendbarer 
sei als salzsaurer Alkohol, da der letztere das befreite Eisen 
rasch extrahiert, so daß nach 2 bis 3tägiger Behandlung „no 
iron, organic or inorganic, is left in the preparations“ „and 
consequently such preparations on treatment with ammonium 
sulphide give a feeble reaction or not at all“?). Er widerspricht 
hier direkt seiner zwei Seiten früher aufgestellten Behauptung, 
daß nach zweiwöchiger Behandlung mit Bunges Flüssigkeit 
und hierauf erfolgender Einwirkung von Ammonsulfid eine 
markante Eisensulfidreaktion zu erhalten sei?). 

Eine solche Extraktion des befreiten Eisens soll nun aber 
bei Anwendung von salpetersaurem oder schwefelsaurem Alkohol 
nicht zu befürchten sein. Der letztere ist folgendermaßen zu 
gebrauchen‘): 4 T. konz. H,SO, werden mit 100 T. Alkohol 
gemischt, und in dieser Mischung werden die Objekte einen 
Tag hindurch bei einer Temperatur von 30° bis 35° C. gehalten’), 
worauf mit Schwefelammonium oder gelbem Blutlaugensalz eine 
markante Reaktion sofort erhalten wird. 

Über meine diesbezüglichen Versuche will ich weiter unten 
im Zusammenhang berichten; ich will hier nur das eine er- 
wähnen: Treadwell gibt an schon zitierter Stelle weiter an: 
„Ferro- oder Ferricyanverbindungen müssen wir vollständig zer- 
stören, bevor es gelingt, das Eisen mit den üblichen Mitteln 
nachzuweisen.“ Eine Methode zur Zerstörung dieser Verbin- 


1) 1. c. S. 190. 

2) S. 191. 

3) S. oben S. 5. 

1) 1. o. S. 190. 

6) Bei höherer Temperatur könnte wohl das Gewebe zerstört werden. 
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dungen ist das „Abrauchen mit konz. Schwefelsäure“), das so 
lange fortgesetzt werden muß, bis die ganze Schwefelsäure. als 
Dampf entwichen ist. Nun ist der Siedepunkt der Schwefelsäure 
317°; die Temperatur ihrer maximalen Dissoziation in H,O und 
SO, (und gewöhnlich entweichen ja SO,-Dämpfe) ist 450°. 
Außerdem können hier die Verbindungen in wäßriger Lösung un- 
gehindert aufeinander einwirken, während doch in der Zelle viel 
kompliziertere Verhältnisse herrschen. Und die Schwefelsäure 
wird nach der Methode Macallums nicht nur in außerordent- 
licher Verdünnung angewendet, wogegen die Makrochemie zu 
demselben Zweck die konzentrierte Säure benötigt, hier ist das 
Lösungsmittel nicht einmal Wasser, sondern Alkohol, der die 
Wirksamkeit der Säure noch bedeutend herabsetzt. Gewiß, in 
der Makrochemie kommen wägbare Mengen von Eisenverbin- 
dungen in Betracht, während hier die Menge außerordentlich 
gering ist und im Verhältnis dazu das Reagens in großem 
Überschuß angewendet wird. Nehmen wir nun an, daß man 
in der Makrochemie nur eine Temperatur von 300° anwendet, 
um komplexe Eisenverbindungen aufzuschließen, eine Operation, 
die bei kleinen, aber wägbaren Mengen von Substanz erfahrungs- 
gemäß ungefähr 20 bis 30’ Zeit in Anspruch nimmt. Nehmen 
wir weiter an, daß die konz. Schwefelsäure in wäßriger Lösung 
auf so geringe Mengen, wie sie in der Mikrochemie in Betracht 
kommen, aber außerhalb der Zelle in 1’ vollständig eingewirkt 
hat. „Nun gibt es eine allgemeine Regel, die besagt”), daß 
der Verlauf einer chemischen Reaktion, wenn sich die Tempe- 
ratur um 10° erniedrigt, ungefähr um das Doppelte verlangsamt.“ 


Bei 35° würde dieselbe Reaktion also, die bei 300° in 1’ vor 

300 — 35’ | 
sich geht, 1><2 1° = 1< 22658) — 94905,000’ = 183 Jahre in 
Anspruch nehmen, ehe sie vor sich gegangen wäre. Außerdem 
haben wir angenommen, daß konz. Schwefelsäure ohne Alkohol- 
verdünnung angewendet wurde und in direkter Berührung auf 
die Eisenverbindung wirken konnte, ohne die so zeitraubende 
Überwindung der Hindernisse, die sich in der plasmatischen 


Substanz jeder Reaktion entgegenstellen. In Berücksichtigung 


1) Treadwell l. c. S. 123. 
2) Holleman, Lehrbuch der anorganischen Chemie 1912, 16. 


3) 26,5 -log 2 = 26,5 -0,30103 = 7,977 275, wozu als Numerus 94 905,000. 
Biochemisehe Zeitschrift Band 77. 3 
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dieser zwei retardierenden Momente müßte man die Reaktions 
zeit noch mindestens verdoppeln. 

Nun ist freilich die Annahme nicht von der Hand zu weisen, 
daß in der Zelle vielleicht noch unbekannte Faktoren vorhanden 
seien, die diese Reaktion irgendwie beschleunigen können, daß 
hier vielleicht organische Eisenverbindungen in Betracht kommen, 
die das Eisen nicht in so fester Bindung enthalten wie das 
Blutlaugensalz. Immerhin glaube ich aber, daß es nach diesen 
Überlegungen doch nicht gut möglich ist, anzunehmen, daß die 
Reaktion in ein oder wenigen Tagen vor sich gehen könne. 
Auch scheinen meine mikrochemischen Untersuchungen diesem 
Bedenken recht zu geben. Doch bevor ich von diesen berichte, 
möchte ich noch einige technische Bemerkungen einschieben. 


III. 
Methodisches. 


Macallum führt seine Untersuchungen in folgender Weise 
aus!): Er zerzupft den zu untersuchenden Schnitt mit zwei 
reinen Gänsekielspitzen, bringt wenige der isolierten Zellen oder 
Zellelemente auf den Objektträger in einen Tropfen der Glycerin- 
sulfidmischung, bedeckt mit dem Deckglas und bringt das Prä- 
parat in. den warmen Ofen. Die Glycerinsulfidmischung, wie 
ich der Kürze wegen mit Macallum die Mischung von Glycerin 
und Schwefelammon?) nennen will, bereitet er erst auf dem 
Objektträger, da nach seiner Angabe die Schwefelausscheidung 
aus dem Ammonsulfid durch längere Einwirkung des Glycerins 
begünstigt wird). Danach läßt es sich aber nicht gut be- 
greifen, aus welchem Grund er unter dem Deckglas das Schwefel- 
ammon mit Glycerin mischt, da doch hauptsächlich auch wäh- 
rend der Reaktion eine Schwefelausscheidung vermieden werden 
soll. Weiter bemerkt der Autor, daß Präparate, die durch 
Schwefelausscheidung gelb werden oder austrocknen, wertlos 
seien. Da es nun aber ein seltener Zufall ist, wenn das nicht 
geschieht, habe ich bald aufgehört, die Reaktion auf Objekt- 
trägern vorzunehmen, sondern mich zu diesem Zweck größten- 
teils kleiner Pulvergläschen bedient. Später verwendete ich Fläsch- 


1) 1. c. S. 182f. 
2?) S. oben S. 3. 
3) 1. c. S. 184. 
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chen von 3 bis 5 ccm Inhalt mit eingeschliffenen Glasstöpseln. 
Diese wurden ganz mit dem Glycerinsulfid gefüllt, so daß keine 
Luftblase in den Fläschchen vorhanden war und somit eine 
Oxydation des Ammonsulfids so ziemlich ausgeschlossen blieb. 
Denn die Vorschrift, daß nur wenige isolierte Zellen in einem 
Präparat untersucht werden sollen, hat erstens den Zweck, zu 
verhüten, daß das Deckglas durch zu dicke Objekte geneigt 
oder gehoben werde, wodurch das Austrocknen, die Oxydation 
des Ammonsulfids und die Schwefelausscheidung verursacht 
werde!) Über den weiteren Grund für diese Maßregel führt 
er aus 8. 192: „If the quantity (of yolk) is large, the liberation 
of the iron from its organic combination entails a diminution 
of the acidity of the reagent (Bunges fluid), and at length the 
extraction of the liberated iron ceases.“ Auch dieser Grund 
ist nur maßgebend, wenn so geringe Reagensmengen in Betracht 
kommen, als unter einem Deckglas Raum finden, während 
3 bis 5 ccm Reagens den Eisenverbindungen von unzerzupften 
dünnen Pflanzenorganen reichlich genügen. Es wurde davon 
abgesehen, solche dünne Objekte zu zerzupfen, um nicht durch 
diese Manipulation eventuell Verunreinigungen von den Instru- 
menten in die Untersuchungsobjekte hineinzubringen. Es wurden 
darum auch nicht Schnitte von Objekten, sondern ungeschnittene 
dünne Pflanzenorgane verwendet, die mit Glasnadeln präpariert 
wurden, damit nicht der Möglichkeit Raum gegeben werde, 
daß Eisen von einem sauer reagierenden Zellbestandteil?) gelöst 
und gespeichert werde. Macallum verwendete bei allen seinen 
Untersuchungen Stahlmesser, wobei er versichert, daß „care was 
taken that the knife should not yield a trace of iron to the 
sections“®). Doch gibt er nicht an, wodurch er das verhindern 
konnte. Ä 

Das Ammonsulfid, das er verwendet, soll nach seiner Vor- 
schrift weder freies Ammoniak enthalten noch auch über- 

1) S. 183. 

2) Bechhold, Die Kolloide in Biologie und Medizin 1912, 406: 
„Ein Hauptbestandteil der Zellkerne sind die Nucleoproteide. 
Diese haben stark sauren Charakter; ihnen dürfte auch die intensive 
Förbbarkeit durch basische Farbstoffe zuzuschreiben sein, und ihnen ver- 
dankt der so stark färbbare Bestandteil der Zellkerne beim Histologen 
den Namen Chromatin.“ 


3) 1. c. S. 204. 
3e 
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schüssigen Schwefelwasserstofi, da das erstere die Ausfällung 
des Eisens erschwert!) und der letztere leicht durch den Luft- 
sauerstofi oxydiert wird, wodurch er die Oxydation des Am- 
monsulfids begünstigt und damit seine eisenfällende Fähigkeit 
herabsetzt?). Nun gibt es aber keinen Indicator, der anzeigt, wann 
das NH,OH mit H,S eben gesättigt ist, und auch der Geruch 
der beiden Reagentien ist schwer auseinanderzuhalten. Eine 
Titration des Ammoniaks und die Einleitung einer genau ge- 
messenen, dem gestellten Ammoniaktiter entsprechenden Menge 
Schwefelwasserstoffes ist bei dem Konzentrationsgrad des Am- 
moniaks vom spez. Gew. 0,96, wie es Macallum verwendet, da- 
rum nicht möglich, weil während der Titration und während 
der Einleitung des H,S ununterbrochen Ammoniak in Gasform 
entweicht und sich so der Titer fortwährend verringert. Im 
übrigen habe ich die Erfahrung gemacht, daß sich schon wäh- 
rend der Einleitung des H,S das Reagens oxydiert und gelb 
zu färben beginnt, obwohl es nach der Theorie?) noch lange nicht 
gesättigt ist. — Ich habe die Einleitung des Schwefelwasser- 
stoffes immer abgebrochen, sobald sich bei rascher Durchleitung 
des Gases eine nur im Vergleich zur reinen Ammoniaklösung 
eben merkliche, ganz schwach hellgelbliche Verfärbung zeigte. 
Ich glaubte, so der Methode Macallums am besten gerecht 
zu werden. Trotz aller Vorsichtsmaßregeln hielt sich aber das 
Reagens nicht lange farblos. 


d 


IV. 
Mikrochemische Untersuchungen. 


Es wurden folgende Objekte untersucht: 


Die Pollen und Samenanlagen von Hyacinthus orientalis, 
Galanthus nivalis, 
Narcissus Tazetta, 


1) Fußnote auf S. 180 ]. c.: Diese angebliche Tatsache ist übrigens 
chemisch nicht zu erklären, da die FeS-Fällung doch nur in alkalischer 
Lösung vor sich geht. — Abderhalden hat nach „Zusatz von Ammoniak 
bessere Resultate erreicht“. Zitiert nach Zacharias l. o. S. 133. 

?) Quincke behauptet dagegen, daß „frisch bereitetes, farbloses 
Reagens nicht so brauchbar ist wie das alte, gelb gewordene der La- 
boratorien“. Zitiert nach Zacharias S. 126 Fußnote. 

”) Es wurde ein dem Ammoniaktiter und der Reaktionsgleichung 
NH, + H,S = NH,HS entsprechendes Volumen des H,S eingeleitet, das 
in einem ad hoc geeichten Gasometer gemessen wurde. 
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Erythronium Dens canis!), 


die Samenanlagen von Convallaria majalis, 
Iris germanica, 
die Pollen von Clivia miniata, 


die Epidermen d. Zwiebelschuppen v. Allium Cepa, 
die jungen dünnen Luftwurzeln und 


die Blattepidermen von Tradescantia guianensis, 
die Blattepidermen von Convallaria majalis, 
Lilium sp. 
Phalangium, 


Aechmea fulgens, 
Agapanthus umbellatus?) 
und Saccharomyces cerevisiae’). 

Aus allen Pollenuntersuchungen und aus der Prü- 
fung aller Blattepidermen ergab sich ein durchwegs 
negatives Resultat sowohl nach der Behandlung mit 
schwefelsaurem Alkohol als auch nach der Glycerin- 
sulfidmethode, desgleichen konnte in den Samenan- 
lagen nicht die geringste Eisenreaktion beobachtet 
werden. 

Einige scheinbar günstige Resultate wurden an den Luft- 
wurzeln von Tradescantia und an den Epidermen der Zwiebel- 
schuppen von Allium Cepa erzielt. | 

Bei diesem letzteren Objekt konnte ich in seltenen Fällen 
eine deutliche, im Kern lokalisierte, lichtgrüne Färbung beob- 
achten, in deren Mitte sich die Kernkörperchen durch etwas 
dunklere Färbung scharf abhoben. Es gilt dies für die Glycerin- 
sulfidmethode, die haltbare Präparate ergab, während die der 
eben beschriebenen ganz analoge Reaktion, die durch die Be- 
handlung mit schwefelsaurem Alkohol und Ammonsulfid erhalten 
wurde, nach einigen Wochen nicht mehr zu sehen war. Wurden 
diese Objekte aber nach der Einwirkung von schwefelsaurem 
Alkohol der Blutlaugensalzreaktion unterworfen, so ergab sich 


1) Das Erythroniummaterial verdanke ich der Güte des Herrn Prof. 
Dr. K. Linsbauer in Graz, wofür ihm auch hier mein bester Dank ge- 
eagt sei. 

2) Alle Epidermen wurden abgezogen, nicht geschnitten. 

3) Die Behandlung der Pollen und der Hefezellen erfolgte zwischen 
zwei Deckgläsern, die in einer mit dem betreffenden Reagens gefüllten. 
verschlossenen Glasdose lagen. 
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eine ebenfalls scharf im. Kern lokalisierte Blaufärbung von 
größerer Haltbarkeit. | 

In den Luftwurzeln von Tradescantia war eine ganz ähn- 
liche Eisensulfidreaktion wie in der Epidermis von Allium zu 
beobachten, die sich aber nicht auf die Kerne aller Zellen des 
Objekts gleichmäßig verteilte. In einigen Präparaten erschien 
die Region der Wurzelhaube ganz ohne jede Reaktion, während 
knapp darunter in der Streckungszone, wo die jungen Zellen 
noch klein und zahlreich sind, die dunkelgrün gefärbten Kerne 
gehäuft auftraten. In weiterer Entfernung von der Wurzel- 
spitze, wo die Zellen schon größer und weniger zahlreich sind, 
waren die grünen Kerne naturgemäß viel schütterer zu sehen. 
Andere Präparate zeigten die dunkelgrüne Färbung wieder nur 
auf die Region der Wurzelhaube beschränkt, wo sie aber nicht 
auf den Kern lokalisiert auftrat, sondern über das ganze Plasma 
verteilt war, ohne eine Differenzierung erkennen zu lassen. 
Hauptsächlich nach der Behandlung mit schwefelsaurem Alkohol 
trat die Reaktion in dieser Form auf, aber in allen diesen 
Präparaten war sie schon nach wenigen Wochen verschwunden. 

Von jedem Objekt wurden einige hundert Reaktionsprä- 
parate angefertigt, von denen im ganzen rund 1°/, eine positive 
Reaktion ergaben. Trotz dieses wenig ermutigenden Resultates, 
das die Verwendbarkeit der Reaktion nicht sehr groß erscheinen 
ließ, habe ich mich weiter mit diesen Methoden befaßt und 
eine Vereinfachung ihres Ganges angestrebt. 

So gelang es, festzustellen, daß dieselben Resultate 
auch ohne Temperaturerhöhung bei Zimmertemperatur 
erreicht werden können. 

Hernach wurde die Glycerinsulfidmethode ohne vorher- 
gegangene Alkoholhärtung versucht — jedoch ohne Erfolg. 
Dieses Ergebnis gab der Vermutung Raum, ob die nach Alkohol- 
härtung erfolgte Reaktion nicht von dem im Alkohol vorhan- 
denen Eisen herrühre, das von den Zellkernen gespeichert wurde, 
deren Proteide stark sauer reagieren '?). 

Denn daß eine Speicherung des Eisens durch Zellkerne 
möglich sei, hat schon Gilson?) nachgewiesen. Wohl gab nun 


1) S. oben Fußnote S. 8. 
2?) Zitiert nach Zacharias |. c. S. 130. 
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.der verwendete Alkohol makrochemisch in der Proberöhre mit 
keinem Eisenreagens auch nur die geringste Reaktion. Aber 
die Empfindlichkeit keiner Reaktion, wenn sie auch noch so 
groß ist, geht ins Unendliche; auch kann der Eintritt der Re- 
aktion durch die Gegenwart des Alkohols gestört werden; und 
nach meinen Erfahrungen gab es keine andere Erklärung als 
die, daß das nachgewiesene Eisen aus dem Alkohol gespeichert 
wurde. Denn daß das stets alkalisch reagierende Ammonsulfid, 
das außerdem ein eisenfällendes Reagens ist, Eisen aus dem 
Glas herauslösen sollte, ist höchst unwahrscheinlich; wenn es 
vor mechanischem Eisenzutritt gewahrt wird, kann es vollkommen 
eisenfrei erhalten bleiben. Um aber dem Einwand zu begegnen, 
der behaupten könnte, daß die Alkoholhärtung das Gewebe 
erst für die Reagentien permeabel mache, wurde der Alkohol 
über einen Platinkühler in einen Jenaerkolben!) destilliert. 
Nach Härtung mit diesem destillierten Alkohol und 
hierauf erfolgter Behandlung nach der Ammonsulfid- 
methode war in keinem einzigen Fall eine Reaktion 
zu beobachten, auch wenn die Dauer der Einwirkung 
des Ammonsulfids auf 6 bis 8 Wochen ausgedehnt 
wurde. Es war also in dem käuflichen Alkohol Eisen in ganz 
geringen Spuren vorhanden, die mit den Eisenreagentien makro- 
chemisch nicht mehr nachweisbar waren, die aber doch von 
den Zellkernen gespeichert und akkumuliert werden konnten, 
so daß sie dann mikrochemisch nachweisbar waren. Durch 
diese Tatsache verliert die Behauptung Macallums?) an Wert, 
in der er versichert: „The hardening reagents were free from 
iron salts, a fact of which I convinced myself by qualitative 
analyses.“ Daß die Reaktion nach Härtung mit dem un- 
destillierten Alkohol nur in so geringem Prozentsatz?) erhalten 
wurde, dürfte einerseits auf ein individuell verschiedenes Spei- 
cherungsvermögen gleichartiger Zellen zurückzuführen sein, das 
vielleicht auf verschiedenen Grad von Acidität der Chromo- 
somen der verschiedenartigen Zellkerne hindeutet, andererseits 


1) Jenaer Glas, das kein Eisen enthält, wurde statt paraffinierter 
Gefäße verwendet, weil der Alkohol das Paraffin angreift. 

2?) 1. o. S. 200. 

3) S. oben S. 11. 
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durch verschiedenen Eisengehalt des Alkohols verursacht worden 
sein, der nicht immer von derselben Provenienz war. 

Ich habe in der Folge Klarheit darüber zu gewinnen ge- 
sucht, in welcher Konzentration das Eisen im Reagens vor- 
handen sein muß, um von pflanzlichen Geweben gespeichert 
und mikrochemisch nachgewiesen werden zu können. Es wurden 
zu diesem Zweck FeCl,- und Fe,(SO,),-Lösungen in Konzentra- 
tionen von 1 bis 0,000 000 1°/ ‚hergestellt und jede dieser Lösungen 
mit dem destillierten Alkohol ungefähr im Verhältnis 1:2 ge- 
mischt. In einer 0,1°/,igen Eisenlösung') erfolgte makroche- 
misch mit Ammonsulfid ein starker FeS-Niederschlag, und zwar 
momentan in wäßriger Lösung, nach einigen Sekunden in der 
Mischung mit dem Alkohol. Die schon erfolgte Eisenreaktion 
wurde durch nachträglichen Zusatz von Alkohol nicht geschwächt. 
Eine 0,01°/ ige Eisenlösung gab keine Ammonsulfidreaktion mehr. 
Und trotzdem erhielt ich in der Epidermis der Zwiebelschuppen 
von Allium Cepa eine schöne Eisenreaktion, nachdem sie in 
einem Alkohol gehärtet wurde, der zu einem Drittel mit einer 
0,001°/ ,igen Eisenlösung gemischt wurde, so daß auf 300000 
Teile der Mischung von destilliertem Wasser und Alkohol 1 Teil 
Eisen kam. Das Bild, das sich nach erfolgter Ammonsulfid- 
behandlung da ergab, war dem vollkommen analog, das nach 
Härtung mit dem gewöhnlichen Alkohol des Handels erzielt 
wurde. 

Freilich konnte auch hier keine Stetigkeit in den Resul- 
taten erzielt werden; immerhin gaben hier ungefähr 5°/, aller 
Präparate eine Reaktion. Auch bei der Untersuchung anderer 
Objekte über ihr Speicherungsvermögen ergab sich ungefähr 
derselbe Prozentsatz. Es waren dies die Luftwurzeln von Trades- 
cantia guianensis und die Samenanlagen von 

Erythronium Dens canis, 
Hyacinthus orientalis 
Galanthus nivalis. 


Tradescantia ergab nach Härtung mit Alkohol, der mit 
einer 0,01°/ igen Eisenlösung gemischt war, eine ähnliche 
Reaktion wie nach Härtung mit dem käuflichen Alkohol; 
Erythronium zeigte nach Behandlung mit Alkohol, gemischt 


1) Chloride und Sulfate verhielten sich ganz gleich. 
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mit einer 0,001°/,igen Eisenlösung nur hie und da in ver- 
einzelten Zellen einer Samenanlage eine Eisenreaktion; wurden 
Teile des Gynoeceums von Galanthus mit einer 0,005°/,igen 
alkoholischen Eisenlösung behandelt, so konnte nur in den 
Zellkernen der Placenta eine deutliche Eisenreaktion beobachtet 
werden, während die Samenanlagen keine Reaktion zeigten; 
erst die Härtung mit 0,1°/ iger alkoholischer Eisenlösung be- 
wirkte auch eine schwache Eisensulfidreaktion in den Samen- 
anlagen und zwar häufig nur in den median oder polar ge- 
legenen Zellen. In den Samenanlagen von Hyacinthus konnte 
keine Eisenspeicherung festgestellt werden. — Samenanlagen von 
Galanthus wurden 6 bis 8 Wochen hindurch mit alkoholischen 
Eisenlösungen von verschiedenem Prozentgehalt behandelt. Aber 
trotz dieser langen Einwirkung des Eisens konnte nach Ver- 
wendung von 0,0001°/,iger alkoholischer Eisenlösung nicht die 
geringste Schwefelammonreaktion beobachtet werden; es zeigte 
sich nur eine bräunliche Tinktion der Kerne, die auch nach 
Einwirkung von destilliertem Alkohol ohne hierauf erfolgter 
Sulfidreaktion zu sehen ist; erst nach Härtung mit Alkohol, 
der eine 0,01°/,ige Eisenlösung enthielt, konnte nach dieser 
langen Einwirkungsdauer des Eisens eine Ammonsulfidreaktion 
in den Kernen erhalten werden. 

Es zeigt sich also, daß weitestgehende Verschiedenheiten 
im Speicherungsvermögen gleichartiger und verschiedenartiger 
Zellen derselben und verschiedener Pflanzen und Pflanzenarten 
herrschen. 

Später wurde versucht, die Objekte vor der Ammonsulfid- 
behandlung in destilliertem Wasser zu waschen, um den Alkohol 
aus dem Gewebe zu entfernen und so normale tonische Ver- 
hältnisse herzustellen. Aber auch dadurch konnte keine größere 
Regelmäßigkeit in den Resultaten erzielt werden. 

Daß es sich auch in den Ergebnissen Macallums um 
Eisenspeicherung in den Geweben handeln dürfte, läßt sich auch, 
abgesehen von allen anderen Gründen, daraus vermuten, daß 
er mit Stahlmessern arbeitet. Berichtet er doch selbst!), daß 
er durch Behandlung von FeO mit Bunges Flüssigkeit eine 
Lösung des Eisens darin erreichen konnte und daß aus dieser 


1) 1. c. S. 195, Fußnote. 
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Lösung das Eisen von den Kernen gespeichert und in diesen 
nachgewiesen wurde. Und ist derselbe Vorgang nicht sehr 
wahrscheinlich, wenn vom Stahlmesser Eisenteilchen am Schnitt 
haften bleiben und dieser nachträglich der Einwirkung von 
Bunges Flüssigkeit ausgesetzt wird? 

Macallum verwahrt sich wohl gegen den Einwand, daß 
das von ihm im Zellkern nachgewiesene Eisen aus den Re- 
agentien oder aus dem Glas der verwendeten Gefäße stammt’), 
indem er darauf verweist, daß er aus einer Reihe von Schnitten 
eines Ovariums von Erythronium alles Eisen mit Bunges 
Flüssigkeit extrahiert und dann nach aufeinanderfolgender Be- 
handlung mit schwefelsaurem Alkohol und Ammonsulfid keine 
FeS-Reaktion erhielt, während das wohl der Fall war, wenn er 
vorher die Extraktion mit Bunges Flüssigkeit unterließ. 

Nach den Erfahrungen, die ich mit meinen Speicherungs- 
versuchen machte, nach der Spärlichkeit der positiven Resultate 
(5°/, aller Reaktionen) bei ganz gleichen Versuchsbedingungen 
dürften diese Ergebnisse vielleicht auf andere Ursachen zurück- 
zuführen sein; möglicherweise hat die Einwirkung der Bunge- 
schen Flüssigkeit Veränderungen im Kerne zur Folge, die ihm 
die Eisenspeicherung aus anderen Reagentien erleichtern. 

Denn neben dem Stahlmesser kann auch der Alkohol eine 
Eisenquelle in den Untersuchungen Macallums gewesen sein. 
Er macht wohl einmal die Bemerkung): „The alcohol can by 
redistillation be made free from iron“, was darauf schließen 
läßt, daß auch er destillierten Alkohol zur Härtung seiner Ge- 
webe verwendete. Da er aber andererseits zugibt?): „it was 
of course, impossible to provide against the iron in the glass“, 
so ist es möglich, daß nach längerem Stehen der destillierte 
Alkohol wieder durch Spuren von Eisen verunreinigt wurde, 
die dann von den Zellkernen gespeichert werden konnten. 
Dann ist es aber auch sehr wahrscheinlich, daß seine negativen 
Resultate, die er einerseits der Größe der Kerne oder Zellen‘), 
andererseits der Austrocknung und Schwefelausscheidung°) in 

1) 1. c. S. 195. 

1) S. 199. 

3) S. 190. Er hätte doch Jenaer Glas, Quarz- oder Platingefäße ver- 
wenden können! 


4) S. 185. 
5) S. 182f. 
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den Präparaten zuschreibt, in Wirklichkeit auf die Verwendung 
von noch frischem destilliertem Alkohol zurückzuführen sind, 
der noch kein Eisen enthielt. | 

Durch diese Speicherungsversuche ist dargetan, daß nicht 
nur die Eisenlösung, sondern auch das Eisenreagens die Mög- 
lichkeit hat, in die Zellen einzudringen, auch wenn diese im 
Verband des Gewebes belassen werden und nicht zerzupft und 
isoliert sind. Es soll diese Feststellung dem Einwand zuvor- 
kommen, daß jede einzelne Zelle vom Reagens ganz umspült 
sein muß, ehe eine Reaktion erfolgt. Im übrigen können 
z.B. die Zellen einer einschichtigen Epidermis auch im Ge- 
webeverband in den Fläschchen weit besser vom Reagens 
umspült werden als isoliert auf dem Objektträger, wo sie eng 
an zwei Glaswände gepreßt sind. 

Ich wollte mir nun Gewißheit darüber verschaffen, ob die 
untersuchten Gewebe in Wirklichkeit kein Eisen enthielten oder 
ob es nur mit unseren heute bekannten Methoden unmöglich 
ist, in komplex gebundener Form vorhandenes Eisen nachzu- 
weisen. Es wurden zu diesem Zweck Zwiebeln von Allium Cepa 
in Hyazinthengläsern zum Keimen ausgesetzt. Vier der Hya- 
zinthengläser waren mit 0,1- resp. 0,001°/,iger FeCl,- resp. 
Fe,(SO,),-Lösung gefüllt, zwei mit reinem Leitungswasser. Nach 
8 Tagen, nachdem die Wurzeln schon ziemlich tief in die Flüssig- 
keiten hineingewachsen waren, wurden von allen 6 Zwiebeln, 
von denen doch 4 höchstwahrscheinlich Eisen in ihre Gewebe 
aufgenommen hatten, Epidermen von Schuppen nach der Am- 
monsulfidmethode auf ihren Eisengehalt untersucht — mit voll- 
kommen negativem Resultat. Man muß also endgültig 
sagen, daß wir offenbar noch nicht die Mittel in der 
Hand haben, maskiertes Eisen mikrochemisch nach- 
zuweisen. 

Nur flüchtig wurde Saccharomyces cerevisiae auf Eisen- 
gehalt geprüft. Nach Behandlung der Hefezellen mit Ammon- 
sulfid bei erhöhter Temperatur konnte bloß dieselbe lichtbräun- 
liche Körnelung wahrgenommen werden, die sich schon nach 
Härtung mit destilliertem Alkohol ergab. Da nun aber die Kerne 
aller Mikroorganismen überhaupt schwer wahrnehmbar zu machen 
sind, so wurden hauptsächlich Organe monokotyler Pflanzen unter- 
sucht, deren Zellen große, deutlich sichtbare Kerne haben. 
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Auch Macallum stellt fest!), daB die Eisenverbindungen 
in den Kernen höherer Pflanzen „may be demonstrated 
especially readily if its nuclei are large, as is the case 
in Erythronium americanum“. Trotzdem bemerkt er an anderer 
Stelle?): „The disadvantages connected with the use of ammo- 
nium hydrogen sulphide to demonstrate the presence of masked 
iron are, ...., that it is not successful on large nuclei or 
on nuclei of large cells...“ Und diese Behauptung stellt er 
auf, obwohl er) die Ammonsulfidreaktion über alle anderen 
Eisenreaktionen gestellt hat! Mit dieser seiner eigenen Fest- 
stellung wäre aber die Bedeutung dieser Reaktion zum Nach- 
weis maskierten Eisens sehr herabgesetzt. 

Im übrigen möchte ich nur noch erwähnen, daß auch Hall, 
Abderhalden und Hofmann‘) bei ihren mikrochemischen 
Untersuchungen mit der Ammonsulfidmethode zu negativen 
Resultaten gelangten. 


V. 


Eine Beobachtung über den Nachweis locker gebundenen 
Eisens an einigen Samen. 


Ergebnisreicher als der Nachweis des maskierten Eisens 
ist der des locker gebundenen Eisens in der Pflanze. Molisch 
erwähnt in zweien seiner Werke) ein sehr interessantes Vor- 
kommen ionisierten Eisens in einigen Samen. 

Werden Kotyledonen von Cruciferensamen®) nach eintägiger 
Quellung mit Wasser von der Testa befreit, dann nacheinander auf 
einige Stunden in 2°/ iges gelbes Blutlaugensalz, auf einige Minuten 
in destilliertes Wasser und 5°/,ige Salzsäure gebracht und in 
Chloralhydrat unter dem Mikroskop betrachtet, so sieht man 
ein schönes, tiefblaues, mehr oder weniger verzweigtes Netz, 
aus dickeren und dünneren Strängen gebildet, das dem Verlauf 
der Gefäßbündelanlagen folgt. Es rührt von lockeren Eisen- 


1) S. 211. 

2) S. 185. 

3) S. oben S. 4ff. 

4) Zitiert nach Zacharias l. c. S. 127, 133f. 

è) Mikrochemie der Pflanze. Jena 1913, 40f. Derselbe: Die Pflanze 
in ihren Beziehungen zum Eisen 1892, 35. 

€) Untersucht wurden: Sinapis alba, Iberis amara, Hesperis matronalis. 
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verbindungen her, die in Zellen liegen, die die Gefäßbündel- 
anlagen umsäumen und mit gelbem Blutlaugensalz Berlinerblau') 
bilden. 

Läßt man die von der Testa befreiten Samen einige Stunden 
in Ammonsulfid, so erhält man dasselbe Netz in dunkelgrüner 
Farbe, aus Eisensulfid gebildet. l 

Was mich bei der Beschäftigung mit dieser auffallenden 
Eisenlokalisation anfangs befremdete, war die Erfahrung, daß 
30 bis 40 Jahre alte Cruciferensamen kein Eisennetz zeigten, 
obwohl sie genau so behandelt wurden wie die frischen. Die 
Keimprobe, die mit beiden Samenpartien vorgenommen wurde, 
erwies, wie vorauszusehen war, die alten Samen als nicht keim- 
fähig, während die frischen ein Keimprozent aufwiesen, das 
dem Prozentsatz fast vollständig entsprach, in dem das Eisen- 
netz in den untersuchten Samen auftrat. 

Anfangs dachte ich, daß hier ein prinzipieller, chemisch 
exakt definierter Unterschied zwischen toter und lebendiger 
Substanz vorläge. Bald aber ergab sich mir eine einfache Er- 
klärung, die den vorliegenden nur als neuen Einzelfall einer 
bekannten Gruppe von Erscheinungen einordnete. 

In den toten Samen befindet sich im trockenen Zustand 
das Eisen ebenso lokalisiert wie in den frischen. Da sich aber 
die Diffusionsverhältnisse in den Zellen durch den Tod voll- 
ständig ändern, so diffundiert das Eisen während der Quellung 
in Wasser aus den Zellen heraus und verbreitet sich in das Ge- 
webe des ganzen Kotyledo. Dadurch wird die Eisenmenge, die 
eine einzelne Zelle enthält, so minimal, daß die Farbreaktion 
zu schwach ist, um unter dem Mikroskop gesehen werden zu 
können. 

Es wäre das dieselbe Erscheinung, wie sie bei den Diffu- 
sionsverhältnissen von Farbstoffen zutage tritt, die sich auch 
mit dem Tod vollständig ändern. Nur daß es sich hier um 
einen unentbehrlichen Nährstoff handelt, um eines der wichtig- 
sten Elemente des Organismus. 

Die Richtigkeit dieser Erklärung wurde dadurch dargetan, 
daß die Quellung der alten Samen statt in Wasser in dem be- 
treffenden eisenfällenden Reagens vorgenommen wurde, so daß 


1) 4 FeCl, +3 K,[Fe(CN),] = Fe,’ [Fe (CN), + 12 KOI. 
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zugleich mit dem Wasser das Fällungsmittel zu den eisenhaltigen 
Zellen gelangte und eine Diffusion der Eisensalze ausschloß. 
Wurden die Samen dann nach Befreiung von der Testa noch 
einmal der Einwirkung desselben Fällungsmittels ausgesetzt, so 
konnte die bekannte netzförmige Eisenlokalisation mikroskopisch 
festgestellt werden!). Der Unterschied zwischen totem und le- 
bendem Samen zeigt sich also erst während der Quellung, durch 
die auch im frischen Samen das latente Leben ausgelöst 
werden kann, der die Stoffe im toten Samen aber nicht mehr 
standhalten können. 

Das so nachgewiesene Eisen hat der Same von der Mutter- 
pflanze mitbekommen, vermutlich, damit er diesen wichtigen Nähr- 
stoff während der ersten Embryonalentwicklung nicht entbehren 
müsse, während welcher die Testa eine Eisenzufuhr von außen 
wahrscheinlich erschwert. — Es wäre das ein strenges Analogon 
zu den Verhältnissen im tierischen Organismus. Bunge?) weist 
nach, daß das Säugetier „bei seiner Geburt einen großen Eisen- 
vorrat für das Wachstum seiner Gewebe mitbekommt“. Hier 
liegt der Grund für diese Einrichtung in der Schwierigkeit der 
Assimilation organischer Eisenverbindungen, die für den Säug- 
ling nicht zu überwinden wäre. Darum geht das Eisen, das der 
Säugling für seine erste Lebenszeit braucht, nicht durch die 
Nahrung (die Milch ist äußerst eisenarm), sondern auf direktem 
Weg von der Mutter auf den Embryo über. Dieses Eisen ist 
verbraucht, sobald der Säugling fähig ist, Eisen, das ihm von 
außen zugeführt wird, zu assimilieren. — Ein ganz analoger 
Fall liegt augenscheinlich in den Eisenverhältnissen der Samen 
vor. Denn auch hier verschwindet allmählich der Eisenvorrat 
längs der Procambiumstränge mit der beginnenden Entfaltung 
des Embryos, sobald das mechanische Hindernis der äußeren 
Eisenzufuhr, die Testa, abgestreift ist und die Wurzelhaare zur 
Nahrungsaufnahme genügend ausgebildet sind. 

Vielleicht spielt das Eisen hier aber noch auch im Atmungs- 
prozeß eine Rolle. „Das Eisen“?), sagt Schneider, „findet sich 


1) Läßt man frische Samen im Fällungsmittel statt in Wasser quellen, 
so ist das Eisennetz besonders brillant zu sehen. 

2?) Pathologische und physiologische Chemie. Leipzig 1898, 409 f. 

3) Zitiert nach Fürth: Vergleichende chemische Physiologie der 
niederen Tiere 1908, 586 ff. 
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mit verhältnismäßig geringen Ausnahmen oft in bedeutenden 
Mengen in den Kiemen der Tunikaten, Mollusken und Crustaceen, 
in den Wasserlungen der Holothurien, oder bei solchen Tieren, 
die selbständige Atmungsorgane entbehren, in Körperteilen, 
welche den allgemeinen Gasaustausch vermitteln helfen, wie in 
der Haut und den Tentakeln gewisser Würmer und Anthozoen, 
den Ambulacris vieler Echinodermen und in der Sarkode der 
Schwämme.“ „Bei einer früheren Gelegenheit bemerkt 
Schneider?), die Annahme, das Eisen spiele in den Geweben 
die Rolle des Sauerstoffüberträgers, würde an Wahrscheinlich- 
keit gewinnen, wenn es gelänge, den Nachweis zu führen, daß 
dieses Metall in den frischen, unveränderten Geweben gleichzeitig 
in der Oxyd- und in der Oxydulform vorhanden sei.“ Denn 
durch diesen Nachweis wäre es wahrscheinlich gemacht, daß das 
Eisen sowohl nach Aufnahme des Sauerstoffs in der Oxydform als 
auch nach Abgabe dieses Sauerstoffes in der Oxydulform Ver- 
bindungen innerhalb des Organismus eingehe und daher die 
Fähigkeit besitze, Sauerstoff zu übertragen. Ich habe nun die 
Eisenreaktion in Cruciferensamen auch mit rotem Blutlaugensalz 
versucht und nach einer der Berlinerblaumethode ganz analogen 
Behandlung ein dem Berlinerblaunetz ganz gleiches Netz von 
Turnbullsblau erhalten, das durch Einwirkung des roten Blut- 
laugensalzes auf Ferroverbindungen?) entsteht. Es sind also 
in den Zellen, die die Procambiumstränge umgeben, Ferro- und 
Ferriverbindungen vorhanden?), und zwar kann mit großer Wahr- 
scheinlichkeit behauptet werden, daß beide Verbindungen gleich- 
zeitig nebeneinander vorkommen, da beide Reaktionen, wiewohl 
selbstverständlich nicht an denselben Samen vorgenommen, doch 
mit großer Regelmäßigkeit auftreten. 

Außerdem stellt Otto Warburg?) „auf Grund der (von 


1) Zitiert nach Fürth: Vergleichende chemische Physiologie der 
niederen Tiere 1903. 

2) 2K,[Fe(CN),] +3 FeCl, =6KC1+ Fe, [Fe (CN),].- 

3) Schon Molisch gibt in seinem 1892 erschienenen Werk: „Die 
Pflanze in ihren Beziehungen zum Eisen“ S. 6 an, daß das Eisen in den 
Pflanzenzellen sowohl in der Oxyd- wie in der Oxydulform nachgewiesen 
werden kann. 

4) Über die Rolle des Eisens in der Atmung des Seeigels nebst 
Bemerkungen über einige durch Eisen beschleunigte Oxydationen. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 92, 253f., 1914. 
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ihm) mitgeteilten Tatsachen die Theorie auf, daß die Sauerstoff- 
atmung im Ei eine Eisenkatalyse ist und daß der im Atmungs- 
prozeßB verzehrte Sauerstoff primär von gelösten, absorbierten 
Eisenionen aufgenommen wird.“ 

Angesichts dieser feststehenden Tatsachen und in Analogie 
zu den Verhältnissen im tierischen Ei ist es sehr wahrschein- 
lich, daß das Eisen auch hier als Sauerstoffüberträger wirkt, 
solange die Nahrungsaufnahme noch durch Diffusion erfolgt 
und die Leitungsbahnen der Gefäßbündel noch nicht für ihre 
Zwecke beanspruchen kann, zumal das ionisierte Eisen in diesen 
Samen gerade um die Gefäßbündelanlagen lokalisiert ist, wo 
ein Gasaustausch vielleicht eher als an irgendeiner anderen 
Stelle in dem von der harten Testa umschlossenen Keimling statt- 
finden könnte. 

Auch für diese Annahme könnte die Tatsache sprechen, 
daß mit beginnender Inanspruchnahme der Gefäßbündel durch 
die Nährflüssigkeit und mit beginnendem Gasaustausch durch 
die Spaltöffnungen, da die oxydative Wirksamkeit des Eisens 
überflüssig wird, das ionisierte Eisen nicht mehr nachweisbar, 
von den Keimlingen gerade aufgebraucht und komplex ge- 
bunden ist. | 

Freilich bin ich mir wohl bewußt, daß diese meine ge- 
äußerte Ansicht vorläufig nur hypothetischen Charakter trägt 
und daß ihre Berechtigung erst noch eingehender auf experi- 
mentellem Wege erwiesen werden müßte. 


Zusammenfassung. 


1. Macallum gibt an, daß Eisen in der Zelle aus seinem 
„maskierten“ Zustand befreit und auf mikrochemischem Wege 
lokal als grünes Eisensulfid nachgewiesen werden könne, wenn 
die zu untersuchenden Objekte nach Alkoholhärtung bei einer 
Temperatur von 30 bis 50° der Einwirkung von farblosem 
Ammonsulfid ausgesetzt werden, das zu gleichen Teilen mit 
50°) ,igem Glycerin gemischt ist. 

Des weiteren empfiehlt Macallum die Behandlung der 
Objekte, die auf ihren Gehalt an maskiertem Eisen geprüft 
werden sollen, mit ungefähr 4°/ igen alkoholischen Mineral- 
säuren zur Lockerung der Verbindungen maskierten Eisens. 
(Der Alkohol soll wahrscheinlich die degenerierende Wirkung 
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der Säuren auf die Gewebe hintanhalten) Der Vorzug wird 
dem schwefelsauren Alkohol gegeben, der das aus dem mas- 
kierten Zustand befreite Eisen nicht extrahiert, wie angeblich 
salzsaurer Alkohol sive „Bunges Flüssigkeit“. Nach dieser 
Behandlung soll der Nachweis mit der Ammonsulfid- oder 
Berlinerblaureaktion leicht möglich sein. 

Die Ammonsulfidmethode wird makrochemisch überprüft, 
indem Macallum Ammonsulfid auf die komplexe Eisenverbin- 
dung des gelben Blutlaugensalzes einwirken läßt, worauf er 
einen grünen Niederschlag von Eisensulfid erhält. 

2. Ich habe diesen letzten Versuch unter Anwendung aller 
Vorsichtsmaßregeln wiederholt (Verwendung cines nach der 
Methode Molischs ausparaffinierten Gefäßes, wodurch eine 
Berührung der Lösungen mit dem Glas unmöglich wurde, so daß 
aus dem Glas das Eisen nicht herausgelöst werden konnte; 
weiter Verwendung von ganz frisch bereiteten, also vollkommen 
reinen Flüssigkeiten). Nach 10 wöchiger Einwirkung der beiden 
Flüssigkeiten aufeinander konnte nicht die geringste Trübung 
wahrgenommen werden. 

3. Das von Macallum auf diesem Wege nachgewiesene 
Eisen dürfte also teils aus dem Glas des Gefäßes, teils aus 
Verunreinigungen der Lösungen stammen. Denn nach Ver- 
wendung eines unparaffinierten Gefäßes und alter Lösungen 
habe auch ich einen Eisensulfidniederschlag erhalten. 

4. Die Befreiung des Eisens aus maskierten Verbindungen 
mit schwefelsaurem Alkohol erscheint nach Erwägungen der 
theoretischen Makrochemie als sehr unwahrscheinlich. 

5. Von 14 monokotylen Pflanzen wurden verschiedene dünne 
Organe nach den erwähnten Methoden mikrochemisch auf ihren 
Eisengehalt geprüft, wobei sich aber nur an den Luftwurzeln 
von Tradescantia und an den Epidermen der Zwiebelschuppen 
von Allium Cepa ein positives Resultat erzielen ließ und zwar 
nur in 1°/, aller verfertigten Präparate. 

6. Wurden solche Objekte ohne Alkoholhärtung mikro- 
chemisch auf ihren Eisengehalt untersucht, so ergab sich ein 
vollkommen negatives Resultat, desgleichen nach Här- 
tung mit destilliertem Alkohol. Daraus mußte geschlossen 
werden, daB das früher nachgewiesene Eisen aus dem 


verwendeten Alkohol des Handels gespeichert wurde. 
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7. Um diese Vermutung zu prüfen, wurde destillierter Alkohol 
zu einem Drittel mit 0,01 bis 0,0001°/,igen wäßrigen Eisen- 
lösungen gemischt. Nach Härtung verschiedener Objekte mit 
diesen alkoholischen Eisenlösungen und hierauf erfolgter Schwefel- 
ammonbehandlung ergab sich bei bestimmten Konzentrationen 
des Eisens genau dasselbe Bild wie nach Härtung mit dem 
gewöhnlichen Alkohol des Handels, wiewohl das Eisen makro- 
chemisch mit Schwefelammon in beiden Fällen nicht mehr 
nachweisbar war. 

8. Auch an Pflanzen, denen in künstlichen Nährlösungen 
Eisen geboten wurde, die also doch höchstwahrscheinlich in 
ihren Geweben Eisen enthielten, konnte das Eisen mikrochemisch 
nicht nachgewiesen werden. Daraus muß man schließen, daß 
das negative Ergebnis einer Eisenreaktion an Geweben noch 
lange nicht auf die Abwesenheit von Eisen hinweist, sondern 
daß wir heute noch nicht die Mittel in der Hand haben, 
maskiertes Eisen mikrochemisch nachzuweisen. 

9. Schon im Jahre 1892 fand Molisch in den Kotyledonen 
der Samen von Sinapis alba locker gebundenes Eisen in den 
Zellen lokalisiert, die die Procambiumstränge umsäumen. Das 
mikroskopische Bild bietet nach Vornahme der Berlinerblau- 
reaktion ein verzweigtes Netz aus dickeren und dünneren blauen 
Strängen. Es gelang mir, an einigen Cruciferensamen festzu- 
stellen, daß der Eisennachweis, wie ebenfalls Molisch in dem 
Werke: „Die Pflanze in ihren Beziehungen zum Eisen“ andeutet, 
in genau derselben Lokalisation auch mit rotem Blutlaugensalz 
geführt werden kann, wobei sich durch Reaktion von Ferrover- 
bindungen mit dem Reagens Turnbullsblau bildet. Das Eisen konnte 
an derselben Stelle auch mit Schwefelammon nachgewiesen wer- 
den, wobei man ein grünes Netz von Eisensulfid erhält. 

10. Das so nachgewiesene Eisen dürfte einerseits zur Ernäh- 
rung des Embryos dienen, solange die äußere Eisenzufuhr durch 
die Testa erschwert ist, andererseits dürfte es vielleicht als 
Sauerstoffüberträger wirken. 

11. Alte, tote Cruciferensamen weisen diese Eisenlokalisation 
nach Quellung im Wasser nicht auf, da das Eisen während der 
Quellung über das Gewebe des ganzen Kotyledo diffundiert, 
wohl aber nach Quellung im Fällungsmittel. 


Bemerkungen zu H. Wintersteins IV. Beitrag zur 
Kenntnis der Narkose. 


Von 
Rudolf Höber. 


(Eingegangen am 3. Juli 1916.) 


In einer letzthin von H. Winterstein an dieser Stelle 
veröffentlichten Mitteilung‘), in der er der Auffassung bei- 
pflichtet, daß die Narkose der typisch erregbaren Organe auf 
einer reversiblen Permeabilitätsverminderung beruht, findet 
sich gelegentlich einer einleitenden Erörterung über die Theo- 
rien der Narkose auf S. 75 der Satz: „Während Höber auf 
Grund seiner Versuche?) zunächst bloß die allgemeine und in 
ihrer Unbestimmtheit die Erkenntnis wenig fördernde Schluß- 
folgerung gezogen hatte, daß die Narkose den der Erregung 
zugrunde liegenden ‚Kolloidvorgang‘ hemme, entwickelte Lillie?) 
in überaus klarer Weise eine, jetzt auch von Höber vertretene, 
‚Permeabilitätstheorie‘ der Narkose, die, wenn sich ihre Grund- 
lagen als richtig erweisen, allen Anforderungen an eine allge- 
meine Narkosetheorie entspräche, da sie eine Zurückführung 
der narkotischen Herabsetzung der Erregbarkeit auf das all- 
gemeine Problem der Erregung bedeuten würde.“ Hierdurch 
und noch mehr durch den S. 79 stehenden Satz, daß ich „auf 
Grund der (auf meine Anregung) von Joel (1915) ausgeführten 
Versuche*) zu einer Permeabilitätstheorie der Narkose gelangte, 
die mit jener Lillies völlig übereinstimmt“, wird jeder unbe- 
teiligte Leser den Eindruck gewinnen, daß ich bei meinen 
Narkoseversuchen aus dem Jahre 1907 an eine Permeabilitäts- 





1) Diese Zeitschr. 75, 71, 1916. 
1) Arch. f. d. ges. Physiol. 120, 492, 1907. 
3) Americ. Journ. of Physiol. 24, 14, 1909. 
*) Arch. f. d. ges. Physiol. 161, 5, 1915. 
4% 





52 R. Höber: Bemerkungen. 


theorie der Narkose überhaupt nicht gedacht habe, ja es wird 
sogar so scheinen, als hätte ich mir jetzt eine von Lillie er- 
sonnene Theorie zu eigen gemacht. Aber eines ist so unrichtig 
wie das andere. Meine 1907 veröffentlichte Untersuchung ba- 
siert ganz und gar auf meinen Messungen der durch Alkali- 
salze zu erzeugenden Ruheströme von Muskeln!), und diese 
hatten mich in konsequenter Fortentwicklung der von Bern- 
stein in seiner Membrantheorie zusammengefaßten Vorstel- 
lungen von der Ionenpermeabilität der Plasmahäute zu dem 
Satz geführt, daß Erregung einhergeht mit Auflockerung der 
Plasmahautkolloide und dadurch Erhöhung der Ionen- 
durchlässigkeit. Auf diese vorangegangenen Untersuchungen 
und Überlegungen berief ich mich in meiner dann folgenden 
Narkosemitteilung 1907 mit dem Satz: „Das Entstehen von 
EMK durch die Salzwirkung kann man im Anschluß an Bern- 
steins Membrantheorie des Ruhestroms auf Änderungen der 
Ionenpermeabilität der Plasmahaut durch die Kolloidzustands- 
änderungen in ihr zurückführen“ (S. 494), und kam dann zu 
dem experimentellen Ergebnis, „daß das Auftreten der Salz- 
ruheströme, das, wie wir sahen, kaum anders, denn als ein 
Effekt auf die Plasmahautkolloide gedeutet werden kann, durch 
die Narkotika gehemmt wird“ (S. 500). Es kann also wohl nicht 
der geringste Zweifel darüber bestehen, daß ich nicht erst 
kürzlich und lange nach Lillies Darlegungen, vielmehr zwei 
Jahre vor Lillie zu der Auffassung der Narkose von Muskeln 
und Nerven als einer Permeabilitätsverminderung gekommen 
bin. Übrigens habe ich meine Theorie in extenso auch schon 
in der 3. Auflage meiner „Physikalischen Chemie der Zelle und 
der Gewebe“ auf S. 224 und 488ff. auseinandergesetzt. 


1) Arch. f. d. ges. Physiol. 106, 599, 1905. 
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Erwiderung auf die Bemerkungen Höbers zu meiner 
Darstellung der Permeabilitätstheorie der Narkose. 


Von 


Hans Winterstein. 
(Eingegangen am 8. Juli 1916.) 


Auf die Bemerkungen zu meiner Darstellung der Permea- 
bilitätstheorie der Narkose, die Herr Kollege Höber vor ihrer 
Veröffentlichung mir zuzusenden so freundlich war, möchte ich 
folgendes erwidern: 

Wie ich in meinem historischen Überblick ausgeführt habe, 
war Alcock der erste, der die erregungshemmende Wirkung 
der Narkose auf eine Änderung der normalen Zellpermeabilität 
zurückzuführen versuchte. Schon aus diesem Grunde dürfte 
ein Prioritätsstreit zwischen Höber und Lillie müßig sein. 
Daß die Annahme einer permeabilitätsvermindernden Wir- 
kung zuerst von Höber gemacht wurde, geht in meiner Dar- 
stellung daraus hervor, daß die Arbeit von Höber vor jener 
von Lillie besprochen ist. Höber schien mir jedoch in dieser 
Arbeit das Hauptgewicht auf die Zurückführung der Narkose 
auf Hemmung eines „Kolloidvorganges“ zu legen, denn in dem 
„Zur Theorie der Narkose“ betitelten Kapitel seiner Mitteilung 
(p. 511/13) ist von Permeabilität überhaupt nicht die Rede, 
und Höber gelangt zu der meines Erachtens wenig anschau- 
lichen Definition: „Narkose beruht auf der... Aufhebung einer 
sonst bei der Erregung durch die Zellelektrolyte herbeigeführ- 
ten Zustandsänderung in den kolloidalen Lipoiden.*“ Dem- 
gegenüber hat, wie ich glaube, Lillie zuerst eine klare Dar- 
legung der Permeabilitätstheorie der Narkose gegeben, wie eine 
solche auch in den späteren Veröffentlichungen Höbers zu 
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finden ist. — Wenn Höber weiter aus einer Stelle, die ledig- 
lich die Übereinstimmung der theoretischen Vorstellungen von 
Höber und Lillie zum Ausdruck bringen sollte, den Vorwurf 
einer unberechtigten Aneignung fremder Gedanken erblickt, so 
hæt mir ein solcher Vorwurf durchaus fern gelegen, und ich 
würde es auf das lebhafteste bedauern, wenn dieser gänzlich 
unbeabsichtigte Eindruck noch bei einem anderen Leser erweckt 
worden sein sollte. 


rn, 


Die Cinnamate der Weinsäure. 


Beiträge zur Frage der aktiven Zimtsäuren. 


Von 


Emil Erlenmeyer und G. Hilgendorff. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Kaiserl. Biologischen Anstalt 
zu Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 8. Juli 1916.) 


Bei allen bisher mitgeteilten Gewinnungsmethoden aktiver 
Zimtsäurepräparate entstehen diese neben den Cinnamaten der 
Weinsäure, von denen sie durch die Verschiedenheit ihrer 
Löslichkeit in Ligroin getrennt werden müssen. Da, wie ge- 
zeigt, außer den Cinnamaten bei der Entstehung aktiver Zimt- 
säuren andere Nebenprodukte nicht in Frage kommen, so er- 
schien es für die Beurteilung der aktiven Zimtsäurepräparate 
wünschenswert, die neben diesen sich bildenden Cinnamate einer 
eingehenderen Untersuchung zu unterziehen, als dies vor der 
Veröffentlichung der ersten Abhandlung möglich war. 

Da alle neben den aktiven Zimtsäuren sich bildenden 
Cinnamate einen beträchtlich niedrigeren Kohlenstoffgehalt als 
die Zimtsäure besitzen, so müssen die durch Trennung er- 
haltenen Präparate, die genau auf Zimtsäure stimmende Kohlen- 
stoffwerte liefern, auch wirklich aus Zimtsäure bestehen. 

Nur in bezug auf den sehr geringen Anteil der verbrannten 
Substanz, der der Differenz von berechnetem und gefundenem 
Kohlenstofiwert der Zimtsäure entspricht und nach den mit- 
geteilten Analysen nur 0,08 bis 0,36 °/, ausmacht, könnte man 
noch im Zweifel sein, ob dieser durch die Verbrennung nicht 
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mehr zum Ausdruck kommende Anteil gleichfalls allein aus 
Zimtsäure bestanden hat. 

In meiner kritischen Besprechung?) der bisher untersuchten 
Zimtsäurepräparate konnte ich zeigen, daß wenn man bei den ver- 
schiedenen untersuchten Präparaten diesen geringen Anteil der 
verbrannten Substanz nicht mehr aus Zimtsäure, sondern aus 
Cinnamaten bestehend denkt, er nicht hinreicht, um die in 
Wirklichkeit beobachteten starken Aktivitäten der untersuchten 
aktiven Zimtsäurepräparate zu erklären. 

Der größte Teil der beobachteten Drehungswinkel muß viel- 
mehr auf das Vorhandensein optisch aktiver, molekular asym- 
metrischer Zimtsäuremoleküle zurückgeführt werden, was auch 
durch die Gewinnung typisch hemiedrischer Krystalle be- 
wiesen werden konnte. 

Aus der Tabelle II?) der genannten Abhandlung ist er- 
sichtlich, daß, wollte man die bei den aktiven Zimtsäuren 
beobachteten Drehwerte allein auf die Beimengung von Cinna- 
maten zurückführen, man diesen ein zwischen etwa 600° bis 
2000 ° liegendes Drehungsvermögen zuschreiben müßte, während 
in Wirklichkeit die durch Trennung von den aktiven Zimt- 
säuren erhaltenen Cinnamate meist unter 100° und im Höchst- 
falle noch nicht 200° drehen. 

Das im folgenden beschriebene, auf andere Weise erhaltene 
krystallinische Dicinnamat zeigt zum Unterschied von allen sonst 
beobachteten Cinnamaten den Drehwert [a], =— 275°. Die 
nebenher durch Trennung abgeschiedene Zimtsäure besitzt im 
Vergleich zu den früher auf anderem Wege erhaltenen, stark 
aktiven Zimtsäurepräparaten eine auffallend geringe Aktivität. 

Zudem lassen die von diesen Präparaten ausgeführten Ver- 
brennungen die Möglichkeit zu, daß von der Drehung dieser 
an und für sich schon so schwach aktiven Zimtsäuren ein 
beachtenswerter Anteil der Drehung durch die Anwesenheit 
geringer Mengen des hoch drehenden Dicinnamats bedingt sein 
könnte, wohingegen eine solche Möglichkeit bei den früher re- 
schriebenen hoch drehenden Zimtsäuren weder nach der Ver- 
brennung der Zimtsäure noch nach dem unter 200° liegenden 


1) Diese Zeitschr. 74, 137, 1916. 
2) loc. cit. S. 152. 
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Drehungsvermögen der von ihr getrennten Cinnamate in Frage 
kommen kann. 


Verschiedenheit des Drehungsvermögens der bei den ver- 
schiedenen Darstellungsmethoden erhältlichen Cinnamate?). 


Bei der zuerst angewandten Methode des Verschmelzens 
gleicher Gewichtsteile Weinsäure und Zimtsäure während zweier 
Stunden bei ca. 170° wurde nachgewiesen, daß neben schwach 
aktiver Zimtsäure ein Gemisch von Mono- und Dicinnamat der 
Weinsäure gebildet wird. 

Dieses Cinnamatgemisch bleibt beim Auskochen des Äther- 
verdunstungsrückstands, wie er nach dem Schütteln der Schmelze 
mit Äther und Wasser zur Scheidung von ätherlöslichem und 
ätherunlöslichem Teil und darauffolgender Trennung und Ver- 
dunstenlassen der Ätherschicht gewonnen wird, mit Ligroin 
zurück. 

Die Untersuchung hat weiter gelehrt, daß man durch 
Lösen des Gemisches in verdünnter Sodalösung und darauf- 
folgendes Ansäuern eine Trennung von Mono- und Dicinnamat 
bewirken kann; das Dicinnamat scheidet sich hierbei aus und 
läßt sich zusammen mit Zimtsäure durch Filtration gewinnen, 
während das auch in kaltem Wasser reichlich lösliche Mono- 
cinnamat aus dem Filtrat durch Ausäthern in krystallinischer 
Form erhalten wird. 

Direkt nach der Krystallisation aus Äther zeigt das Mono- 
cinnamat den Zersetzungspunkt 188°. Bei einem Präparat wurde 


[e] = — 18,2°, bei zwei anderen, von denen eins mit gutem 
Resultat verbrannt worden war, ließ sich übereinstimmend das 
Drehungsvermögen [a], = — 16,6 ° bzw. —16,5° feststellen °). 


Nach den neueren Untersuchungen muß angenommen 
werden, daß die nur einmal aus Äther krystallisierten Mono- 
cinnamate nicht ganz frei von Dicinnamat bzw. Zimtsäure sind, 
denn bei wiederholter Krystallisation aus Äther oder aus Essig- 
ester und Chloroform erhaltene Präparate zeigten den Zer- 
setzungspunkt 203 bis 205°. Der höchste bei öfter krystalli- 
sierten Präparaten erhaltene Drehwert lag nicht über 18°. 


1) Diese Zeitschr. 64, 296, 1914. 
2) Diese Zeitschr. 64, 308, 1914. 
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Der sofort nach der Lösung in Soda gefällte Niederschlag 
bestand der Hauptsache nach aus Dicinnamat neben geringen 
Mengen von Zimtsäure, deren Anwesenheit sich bei der Extrak- 
tion des trockenen Niederschlags mit Ligroin zu erkennen gab, 
und einem kleinen Anteil mitausgefallenen Monocinnamates. 
das sich durch einen Fehlbetrag im Kohlenstoff bei der Ver- 
brennung bemerkbar machte. 

Das so gewonnene Dicinnamat besitzt einen amorphen 
glasigen Charakter und ist durch einen ungenauen unter 190° 
liegenden Schmelzpunkt ausgezeichnet. 

Das Drehungsvermögen des auf diesem Wege aus der Zimt- 
säure-Weinsäureschmelze gewonnenen Dicinnamats wurde bei 


einem Präparat zu [a], = — 57° ermittelt, während.der höchste. 
bei einem anderen Präparat gefundene Drehwert a = — 69.6 ° 
betrug. 


Da die Ausbeute an den Cinnamaten bei der Zimtsäure- 
Weinsäureschmelze infolge der großen Mengen nicht in Reaktion 
tretender Weinsäure‘ und Zimtsäure zu wünschen übrig ließ, 
so wurde versucht, das zur Darstellung aktiver Zimtsäure- 
präparate so wichtige Dicinnamat in besserer Ausbeute durch 
Umsetzung von Weinsäure in einer Schmelze mit Zimtsäure- 
anhydrid bzw. Zimtsäurechlorid zu erhalten. 

Bei Abfassung der früheren Abhandlung war ein einziger 
Versuch mit Zimtsäurechlorid und nur wenige Versuche mit 
Zimtsäureanhydrid ausgeführt worden. 

Die nach 1'/,stündigem Erhitzen von 2 Mol Zimtsäure- 
chlorid und 1 Mol Weinsäure auf 168° unter Salzsäureabspaltung 
sich bildende dunkelgelb gefärbte Schmelze wurde nach dem 
Erkalten hart und spröde und bildete zerkleinert dem Kolo- 
phonium täuschend ähnliche Stücke, deren Schmelzpunkt zwischen 
71 und 75° gefunden wurde. 

Das Drehungsvermögen dieses einzigen, damals durch die 
Chloridschmelze gewonnenen Präparates betrug [a], = — 102° 
(S. 329). 

Es war angenommen worden, daß sich zum Unterschied 
von der Zimtsäurechlorid-Weinsäureschmelze bei der Zimtsäure- 
anhydrid-Weinsäureschmelze statt der 2 Mol Salzsäure 2 Mol 
Zimtsäure bildeten. 

Die wenigen früher ausgeführten Versuche, die bei ca. 170° 


zu u 
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während 2 Stunden durchgeführt wurden, ergaben fast farb- 
lose Schmelzen, aus denen sich der Gleichung entsprechende 


C,H,0, + 2 Cs H1403 == C.H,s0:0 + 2 C,H,O, 
Mengen von Zimtsäure durch wiederholte Extraktion mit Ligroin 
in aktiver Form gewinnen ließen, neben einer der Gleichung 
entsprechenden Menge eines glasigen, amorphen, nur schwach 
gelb gefärbten Körpers von den Eigenschaften der als Dicinnamat 
angesprochenen Substanz. 

Bei 3 nach dieser Methode gewonnenen Präparaten wurde 
das Drehungsvermögen 102°, 100° und 93,3? festgestellt. 

Da diese teilweise auch mit den auf C,,H,,O,., stimmenden 
Kohlenstoffwerten verbrannten Präparate bei ihrer überein- 
stimmend amorphen, glasigen Beschaffenheit sich äußerlich 
nicht von der bei der Chloridschmelze erhaltenen etwas dunkler 
gefärbten Substanz unterscheiden ließen, so würde nach Fest- 
stellung des gleichen Drehungsvermögens von ca. 102° bei den 
auf verschiedenem Weg gewonnenen amorphen Substanzen an- 
genommen, sie seien identisch und stellten das Dicinnamat von 
höchstem Drehungsvermögen vor. 

Die seither sehr oft wiederholten Chlorid- und Anhydrid- 
schmelzen haben jedoch ergeben, daß diese Schlußfolgerung 
nicht zutreffend war, daß vielmehr zufällig bei der einen 
Chloridschmelze die Bedingungen so gewählt waren, daß die 
Schmelze den gleichen Drehwert, 102°, ergab, als das Dicinna- 
mat der Anhydridschmelze. 

Die Aufklärung der bei den verschiedenen Schmelzen ge- 
bildeten amorphen Cinnamate stellt infolge des Mangels jeg- 
licher charakteristischer äußerer Unterscheidungsmerkmale eine 
der schwierigsten experimentellen Aufgaben vor. 

Die weitere Erfahrung hat gelehrt, daß die in Ligroin 
unlöslichen, amomphen Produkte, trotz ihrer äußeren Ähnlich- 
keit voneinander verschieden sind, je nachdem sie bei der 
Zimtsäure-Weinsäureschmelze, der Zimtsäureanhydrid-Weinsäure- 
schmelze oder endlich der Zimtsäurechlorid-Weinsäureschmelze 
erhalten worden sind. 

Im folgenden sollen die bei der Aufarbeitung der bei den 
genannten drei Schmelzen erhaltenen Produkte gesammelten 
Erfahrungen mitgeteilt werden. 
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Ganz besonderes Interesse beanspruchen die Resultate bei 
der Chloridschmelze, und sie sollen deshalb auch in erster Linie 
beschrieben werden. 


Einwirkung von Zimtsäurechlorid auf Weinsäure 
bei 168 bis 170°. 


Der einzige vor Veröffentlichung der ersten Abhandlung 
ausgeführte Schmelzversuch von 2 Mol Zimtsäurechlorid und 
1 Mol Weinsäure schien die Erwartung vollauf zu bestätigen, 
daß die Reaktion entsprechend der Gleichung: 

C,H,0,-+ 2C,H,.0C1=(C,,H,,0, + 2 HCI 
verläuft. 

Nicht nur der dieser Gleichung entsprechende Verlust an 
Salzsäure wurde gefunden, sondern auch die Schmelze entsprach 
genau dem aus der Gleichung für das Dicinnamat berechneten 
Gewicht. 

Da letztere eine kolophoniumartige, durchsichtige, homo- 
gene Masse darstellte, die bei dem einzigen früheren Versuche 
auch das Drehungsvermögen «= — 102° besaß, wie das äußerlich 
gleiche Produkt aus der Zimtsäureanhydrid-Weinsäureschmelze, 
so wurden beide Produkte für identisch gehalten und als das 
einheitliche Dicinnamat der Weinsäure angesprochen, wenngleich 
die Analysen noch nicht ganz genau für Dicinnamat stimmten. 

Als nun später eine zweite Chloridschmelze statt wie beim 
ersten Versuch, 11/, Stunden, nur 1 Stunde bei 155 bis 160° 
gehalten wurde, entstand unter Abspaltung der Gesamtmenge 
Salzsäure, ein Produkt, das sich äußerlich nicht von dem 
der ersten Schmelze unterscheiden ließ. In beiden Fällen wurde 
eine braune, kolophoniumartige, spröde Masse, die unter 100° 
erweicht, erhalten. 

Die Polarisation des Produkts der zweiten Schmelze in 
Sodalösung ergab jedoch: 0,3g in 20ccm Sodalösung c= 1,5 
2-dm-Rohr « = — 4,05, d. i. [«], = — 135°. 

Das um 33° höhere Drehungsvermögen des Produktes der 
zweiten Schmelze konnte nur durch die um ?/, Stunde kürzere 
Schmelzdauer veranlaßt sein. 

Um festzustellen, ob das Drehungsvermögen bei längerer 
Schmelzdauer abnimmt, wurde 1 g des Schmelzproduktes eine 
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weitere Stunde bei 164 bis 170° gehalten und sodann wie vor- 
her polarisiert. 

0,3 g in 20 ccm Soda c = 1,5 2 dm-Rohr ergaben œ 1,80°, d. i. 
[x] = — 60°. 

Bei zwei anderen Versuchen wurde durch erneutes Erhitzen der ursprüng- 
lichen Schmelze bis gegen 170° das Drehungsvermögen in einem Falle von 
&p = — 163,5° auf [x], = — 117°, in einem anderen Fall von [«],, 
= — 136° auf [x], = — 67,3 herabgedrückt. 

Daraus ergibt sich, daß das Drehungsvermögen des Pro- 
duktes der Chloridschmelze nach kurzer Schmelzdauer beträcht- 
lich höher als nach längerem Schmelzen ist. 


Worauf der Verlust an Aktivität bei diesem Versuche sehr 
wahrscheinlich zurückzuführen ist, soll in der nächsten Ab- 
handlung besprochen werden. 


Die Zusammenstellung der Drehwerte der bei der Zimt- 
säureanhydrid-Weinsäureschmelze erhaltenen amorphen Cinna- 
mate läßt erkennen, daß diese fast durchweg unter 100° drehen, 
wohingegen die Cinnamate der Chloridschmelze fast durchweg 
150° und mehr drehen. 


Die niedrigst drehenden Cinnamate werden bei der Zimt- 
säure-Weinsäureschmelze erhalten, wie aus einem Vergleich der 
folgenden Tabellen zu ersehen ist, die außer dem beobachteten 
Drehungsvermögen der Cinnamate aus den Chlorid-, den An- 
hydrid- und den Zimtsäureschmelzen noch die Schmelztemperatur 
und die Schmelzdauer verzeichnet enthalten. 


Tabelle 1. 


Cinnamate aus der Chloridschmelze. 





Behmeiz Schmelzdauer [x]p 
temperatur Minuten in Sodalösung. 
0 0 
1 168—170 30 — 150 
2 168—170 30 — 150 
3 168—170 30 — 161 
4 168—170 80 — 163,5 
5 168—170 45 — 153 
6 168—170 60 — 136 
7 168—170 90 — 103,6 
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Tabelle II. 


Cinnamate aus der Anhydridschmelze. 


[®]p 
in Sodalösung 


Schmelz- 
temperatur 
0 











Minuten 







| Schmelzdauer 
| 


















1 168—170 3 
2 168—170 — 543 
3 168—170 60 —; 51,0 
4 168—170 60 — 66,0 
5 168—170 60 — 670 
6 168—170 60 — 722 
7 168—170 60 — 78,0 
8 168—170 60 + 920 
9 168—170 60 — 93,83 
10 168—170 60 + 100,0 
11 145 15 — 595 
12 140 180 agd 
13 160 60 — 80,0 


Tabelle III. 


Cinnamate aus der Zimtsäure-Weinsäureschmelze. 










Schmelz- 
temperatur 





Schmelzdauer 
Minuten 






— 27,7 







1 168—170 en 
— 41,5 

2 168—170 in Sodalösung 

3 168—170 — 35,1 





in Sodalösung 


Bei der Chloridschmelze wurde die Schmelze als solche, bei 
den anderen Schmelzen der nach Extraktion mit Ligroin ver- 
bleibende Rückstand gedreht. 

Nach der Zusammenstellung dieser bei den Chlorid-Anhydrid- 
und Zimtsäure-Weinsäureschmelzen gewonnenen Resultate in den 
Tabellen sind die bei den drei Schmelzen erhaltenen Cinnamate, 
trotz ihrer äußeren Ähnlichkeit oder äußeren Nichtunterscheid- 
barkeit nicht miteinander identisch. 
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Linksdiecinnamatanhydrid und krystallisiertes Linksdicinnamat. 


Einwirkung von Zimtsäurechlorid auf Weinsäure bei 
105°. 

Bei den bisher erwähnten Zimtsäurechlorid-Weinsäure- 
schmelzen wurde das fein gepulverte innige Gemenge beider 
Substanzen in einem Reagensrohr direkt auf 168 bis 170° 
erhitzt und bei dieser Temperatur eine Stunde oder länger 
gehalten. | 

Da bei diesen Schmelzen beobachtet wurde, daß die Salz- 
säureabspaltung bereits wenige Grade über 100° einsetzt, so 
wurde nunmehr untersucht, welches Resultat erhalten wird, 
wenn man das Gemisch von 2 Mol Zimtsäurechlorid und 1 Mol 
Weinsäure nicht höher als auf 105° erhitzt. 

Es zeigte sich, daß die Reaktion unter diesen veränderten 
Versuchsbedingungen völlig anders verläuft, als bei 168 bis 170°. 

Beim Erhitzen eines innigen Gemisches von 4,16g Zimt- 
säurechlorid und 1,87g d-Weinsäure im Paraffinbade schmolz 
zuerst das Chlorid. Infolge des fortgesetzten Rührens wurde 
die Weinsäure bis auf geringe Mengen allmählich unter Salz- 
säureentbindung aufgenommen unter Bildung eines homogenen 
Schmelzflusses. Bei weiterem Erhitzen auf die gleiche Tem- 
peratur von 100 bis 105° wurde die Schmelze dickflüssiger und 
färbte sich schwachgelb. 

Nach anderthalbstündigem Erhitzen bei der genannten 
Temperatur erstarrte die Schmelze plötzlich zu einem harten 
krystallinischen Kuchen. Die durch die Salzsäureabspaltung 
bewirkte Gewichtsabnahme betrug 1,0 g, während sich theoretisch 
0,9 g berechnet. 

Zum Unterschied von dem Schmelzprodukte der nämlichen 
Substanzen bei 168 bis 170°, das sich glatt und ohne Rück- 
stand in kalter Soda löst, ist die bei 100 bis 105° gewonnene 
krystallinische Schmelze in Sodalösung größtenteils unlöslich. 

Da die bei niedriger Temperatur hergestellte Schmelze in 
kaltem Äther sehr schwer löslich ist, wurde sie zur weiteren 
Reinigung und Abtrennung nicht krystallinischer Nebenprodukte 
mit Äther in der Kälte verrieben, abgesaugt, mit Äther ge- 
waschen und sodann getrocknet. 
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Eine Probe dieser Substanz aus Ligroin krystallisiert, sclımolz bei 
151° und drehte in Acetonlösungg c = 1, l=1x= + 2,63°, d. i. 
[x] p = + 263°. 

Der Umstand, daß der bei 100 bis 105° entstehende 
krystallinische Körper in Soda unlöslich ist und statt nach 
links nach rechts dreht, beweist, daß die Einwirkung von Zimt- 
säurechlorid- und Weinsäure bei 100 bis 105° völlig anders ver- 
läuft, als bei 168 bis 170°. 

Die Unlöslichkeit in Soda und die starke Rechtsdrehung 
ließen vermuten, daß der bei 100 bis 105° entstehende Körper 
ein Anhydrid vorstellt. Die Analyse eines aus viel Ligroin krystal- 
lisierten Präparates vom Schmelzpunkt 158 bis 159° ergab: 

1. 0,1007 g gaben 0,2490 CO, und 0,0391 H,O. 


2. 0,1679g „ 0458 „ „0,0630 „, 

Ber. f. Dieinnamatanhydrid Gef. 
Cas Hie O; I II 
C 67,35 67,44 67,54 
H 4,08 4,31 4,20 


und bestätigt die gemachte Annahme. 

Das höchste bei einem aus Ligroin krystallisierten Prä- 
parat von Dicinnamatanhydrid in Acetonlösung beobachtete 
Drehungsvermögen betrug: 

0,05 g in Aceton — Vol. 5 cem — drehte im 

2-dm-Rohr x = + 5,65°, d.i. 
a] p = + 282,5°. 

Nach Feststellung des Unterschieds der Reaktionsprodukte, 
je nachdem, ob die Zimtsäurechlorid-Weinsäureschmelze bei 
168 bis 170° oder bei 105° ausgeführt wird, war es von Inter- 
esse, dem Wesen der Verschiedenheit des Reaktionsvermögens 
der gleichen Substanzen bei 168 bis 170° bzw. 105° auf den 
Grund zu gehen. 

Es liegt auf der Hand, daß die beiden Reaktionen bei 
105° bzw. 168 bis 170° nicht voneinander unabhängig sein 
können, vielmehr war anzunehmen, daß der bei 105° sich ab- 
spielenden Reaktion bei Steigerung der Temperatur eine zweite 
Reaktion folgen mußte, durch die das zuerst der Hauptmenge 
nach entstandene rechts drehende, neutral reagierende Dicin- 
namatanhydrid in das saure, amorphe Dicinnamat oder Cinnamat- 
gemisch umgewandelt wird. 
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Erhaltung der Rechtsdrehung des Dicinnamatanhy- 
drids nach dem Schmelzen. 


Um festzustellen, ob das Dicinnamatanhydrid als solches 
durch erneutes Schmelzen bei höherer Temperatur eine Um- 
wandlung in links drehende, sodalösliche Cinnamate erleidet, 
wurden die folgenden Versuche angestellt. 

Ein aus Äther krystallisiertes Dicinnamatanhydrid vom 
Schmelzpunkt 158°, das direkt nach der Herstellung das [«],, 


= -+ 255° gezeigt hatte, war, wie aus dem weiter unten mit- 
geteilten Versuche verständlich wird, bei längerem Aufbewahren 
auf das Drehungsvermögen = 

[æ]p = + 198° @—=+1,98°1=1, c = 1 in Chloroformlösung 
heruntergegangen. 


Von diesem Präparat wurden mehrere Proben von je 0,1 g 
in Röhrchen im Paraffinbad auf 157 bis 158° erhitzt. Dabei 
schmolz die Substanz und färbte sich allmählich unter Zersetzung 
braun. | 

Eine nur 15 Minuten erhitzte Probe wurde rasch abgekühlt 
und in Chloroform gelöst. Die Lösung — Vol. 10 ccm — drehte 
im 1-dm-Rohr, c=1 œ = + 1,88° [«], = + 188°. 

Eine 30 Minuten erhitzte Probe zeigte unter den nämlichen 
Bedingungen den gleichen Drehungswinkel œ = + 1,88°. 

Eine dritte 60 Minuten erhitzte Probe ergab, genau wie 
vorher untersucht, den Drehungswinkel œ = + 1,95°. 

Länger erhitzte Proben ließen sich ihrer starken Färbung 
wegen nicht mehr polarisieren. 

Der Versuch lehrt, daß durch Erhitzen des Anhy- 
drids für sich allein ein Übergang der Rechts- in die 
Linksdrehung nicht erzielt wird. 

Danach ist zu schließen, daß, wie auch zu beobachten ist, 


bei der Schmelze bei 105° neben dem Dicinnamatanhydrid noch 
etwas anderes entsteht, was diesem Gemisch erst die Eigen- 


schaft verleiht, beim Erhitzen auf 168 bis 170° in das links 
drehende, saure Cinnamatgemisch überzugehen. 

Dafür spricht auch, daß die bei 105° erhaltene und 
pulverisierte Schmelze eine sehr viel geringere Rechtsdrehung 
besitzt. Statt [a], = + 282°, dem höchsten Drehwert reinen 
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Anhydrids, wurde bei der Untersuchung einer solchen Schmelze nur 
'æ] p = + 62,5° 

festgestellt. Die neben dem Anhydrid in der ursprünglichen 

Schmelze enthaltene Substanz muß danach links drehend sein. 


Verhalten einer bei 105° ausgeführten Zimtsäure- 
chlorid-Weinsäureschmelze bei weiterem Erhitzen auf 
168 bis 170°. 


Um die Veränderungen während der Schmelze kennen zu 
lernen, wurden zwei Mischungen von 2 Mol Zimtsäurechlorid 
auf 1 Mol Weinsäure nebeneinander in Reagensröhren im 
gleichen Paraffinbad auf 105° erhitzt. Das Zimtsäurechlorid 
schmilzt zuerst und nimmt dann beim Rühren unter lebhafter 
Salzsäureentbindung die Weinsäure zum größten Teile auf. Dabei 
wird die Schmelze dickflüssiger, färbt sich gelb und erstarrt, 
wie bei dem ersten Versuch, nach etwa halbstündiger Er- 
hitzungsdauer zu einer harten krystallinischen Masse. 

Als bei beiden Schmelzen dieser Punkt erreicht war, wurde 
die eine herausgenommen und abgekühlt, die andere dagegen 
höher erhitzt und schließlich 1!/, Stunden bei 168 bis 170° 
gehalten. Die ursprüngliche, krystallinische Masse schmolz erst 
wieder beim Ansteigen der Temperatur bei 115 bis 125°. 

Beim Erkalten zeigte die nachträglich auf 168 bis 170° 
erhitzte Schmelze genau die Eigenschaften, wie sie bei den 
direkt auf 168 bis 170° erhitzten Schmelzen beobachtet wurden. 
Sie stellte eine durchsichtige braungefärbte, dem Colophonium 
ähnliche, harte, spröde Masse vor, die sich unter Kohlensäure- 
entbindung ohne Rückstand in Soda löste und, was am wich- 
tigsten ist, die starke Rechtsdrehung des Anhydrids 
hatte einer starken Linksdrehung Platz gemacht. 

0,5 g der Schmelze in Soda gelöst — Vol. 20 cem — drehte im 
1-dm-Rohr, c = 2,5 

a = — 8,759, d.h. x = — 150°. 

Da sich aus der nach halbstündigem Erhitzen auf 105° 
herausgenommenen krystallinischen Schmelze ohne Schwierigkeit 
von dem [a], = + 282,5° drehenden Diceinnamatanhydrid heraus- 


arbeiten ließ, so ist unter Berücksichtigung des vorherbeschrie- 
benen Versuchs allein der Schluß möglich, daß das bei 105° 


Beiträge zur Frage der aktiven Zimtsäuren. 67 


gebildete Dicinnamatanhydrid durch weiteres Erhitzen mit den 
nebenher anwesenden Produkten auf 168 bis 170° in das 
amorphe, kolophoniumähnliche Produkt saurer Reaktion über- 
geht. 


Aufspaltungsmethoden des Dicinnamatanhydrids zu 
dem ihm zugrunde liegenden Dicinnamat. 


Der eben beschriebene Versuch muß in seinem Ergebnis 
deshalb als außergewöhnlich betrachtet werden, da er zeigt, 
wie aus einem bei niedriger Temperatur entstandenen Anhydrid 
bei Steigerung der Temperatur eine Säure entsteht, während 
sonst gerade die Steigerung der Temperatur als eine die An- 
hydridbildung begünstigende Bedingung betrachtet werden muß. 

Allerdings hat ein vorhergehender Versuch bewiesen, daß 
beim Erhitzen des reinen Anhydrids für sich allein eine Säure- 
bildung nicht stattfindet. 

Es war deshalb anzunehmen, daß bei der allmählich höher 
erhitzten Schmelze von 2 Mol Zimtsäurechlorid auf 1 Mol Wein- 
säure das zuerst gebildete Anhydrid bei zunehmender Tempe- 
ratur durch Aufnahme von Wasser oder nebenher vorhandenen 
Hydroxylverbindungen aufgespalten wurde zu seinem Hydrat, 
dem Dicinnamat oder zu einem Derivat der Diweinsäure. 

Zur Aufklärung der Umstände, unter denen der Übergang 
des stark rechts drehenden Anhydrids in die stark links 
drehende Säure sich vollzieht, war es nötig, Erfahrungen zu 
sammeln über die Bedingungen, unter denen das Anhydrid 
unter Wasseraufnahme in sein Hydrat übergeht. 

Schon bei den ersten Krystallisationsversuchen des An- 
hydrids aus indifferenten Lösungsmitteln, wie Chloroform und 
Aceton, wurden Beobachtungen gemacht, die erkennen lassen, 
daß das Anhydrid geradezu mit Begierde aus diesen Lösungs- 
mitteln das vorhandene Wasser an sich zieht und dabei in das 
Hydrat übergeht, wie sich aus den folgenden Versuchen ergibt, 
bei denen die ursprünglich hohe Rechtsdrehung in dem in- 
differenten Lösungsmittel innerhalb weniger Stunden abnimmt 
und schließlich in eine hohe Linksdrehung übergeht. 
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Abnahme des Drehungsvermögens von Dicinnamat- 
anhydrid in Chloroformlösung. 


Eine Lösung von 0,1000 g Dicinnamatanhydrid in kaltem Chloro- 
form — Vol. 10 ccm — gelöst und im 1-dm-Rohr direkt nach der Her- 


stellung gedreht ergab: 
x = + 1,98° 


nach 35 Minuten æ =— + 1,10° 
n»n I1 Stunde a=-+-0,65° 


n 2 n æ — — 0,30° 
n 4 n x = — 1,35° 
n 20 n x = — 2,15° 
»n 2 Tagen œ= — 2,180. 


Abnahme des Drehungsvermögens von Dicinnamat- 
anhydrid in Acetonlösung. 
Ein anderes Präparat ergab in kalter Acetonlösung direkt 
nach der Herstellung: 


(x]p = + 204° 
nach 5 Stunden x], = 4- 102° 
n 20 n [xip = — 75° 

n 50 n o, (xp = — 174°. 


Der Versuch wurde sodann abgebrochen. 


Krystallinisches Dicinnamat der d-Weinsäure. 


Das bei der Zimtsäurechlorid-Weinsäureschmelze bei 105° 
erhältliche Dicinnamatanhydrid nimmt, wie die vorhergehenden 
Versuche erkennen lassen, aus nicht besonders getrocknetem 
Chloroform bzw. Aceton das zu seiner Aufspaltung nötige 
Wasser heraus unter Bildung des zugrunde liegenden Hydrats, 
des krystallinischen Dicinnamats der Weinsäure, das fast eben- 
soviel nach links dreht, als das Anhydrid nach rechts. 

Zur Abscheidung des in der wasserhaltigen Chloroform- 
lösung gebildeten Dicinnamats versetzt man diese bis zur 
Trübung mit Ligroin. Setzt man auf einmal zuviel Ligroin 
zu, so scheidet sich ein Öl ab, während sich nach vorsichtigem 
Zusatz des Ligroins feine Nadeln ausscheiden, die nach dem 
Umkrystallisieren aus Benzol bei 166 bis 167° schmelzen. Die 
Substanz ist in Benzol schwer löslich und kommt einmal gelöst 
nur schwer wieder heraus. Sie krystallisiert in zentrisch grup- 
pierten Nadeln, die unter besonderen Bedingungen halbkugel- 
förmige Warzen bilden. Die Krystalle sind saurer Natur und 
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daher löslich in Soda, auch in Wasser sind sie leichter löslich, 
als alle sonst auftretenden amorphen Cinnamate. 

Beim Verdunsten einer ätherischen Lösung der Krystalle 
bleibt zunächst ein glasiger Rückstand, der manchmal erst nach 
längerer Zeit krystallinisch wird. 

Von zwei hintereinander aus der Chloroform-Ligroinlösung 
ausgeschiedenen Krystallisationen, die jede für sich nochmals 
aus Benzol krystallisiertt worden waren, wurde in Sodalösung 
das Drehungsvermögen festgestellt. 

1. 0,2 g in Soda — Vol. 10 ccm — drehte im 1-dm-Rohr 

æ = — 2,75°, d. i. [x]p = — 275°. 
2. 0,0400 g in Soda — Vol. 10 ccm — drehte im 1-dm-Rohr 
æ = — 1,10, d. i. bei c= 0,4, [x]p = — 275°. 


Bei der Analyse wurde gefunden: 
0,1292 gaben 0,3055 CO, und 0,0502 H,O. 


Ber. für C„H,,0;: Gef.: 
C 64,39 64,49 
H 4,39 4,32. 


Ein niedrigerer Drehwert wird in Acetonlösung gefunden: 0,05 g 
in Aceton — Vol. 10 ccm — c=0,5 drehte im 1-dm-Rohr 


æ = — 1,04°, d. i. [Xp = — 208°. 


Aus Analyse und Sodalöslichkeit ergibt sich also, daß tat- 
sächlich die geringen in dem gewöhnlichen Chloroform enthaltenen 
Wassermengen hinreichen, um das gelöste Dicinnamatanhydrid 
in sein entgegengesetzt drehendes Hydrat überzuführen. 

Bei dieser großen Aufnahmebegierde des Anhydrids für 
Wasser ist es als wahrscheinlich anzunehmen, daß das Ver- 
schwinden des Anhydrids beim erneuten Erhitzen der Schmelze 
von Zimtsäurechlorid und Weinsäure bei 105 ° auf 168 bis 170° 
zum Teil auf die Wasseraufnahme aus der Luft, die durch die 
Entwickelung der Salzsäuredämpfe unterstützt wird, zurück- 
zuführen ist. 

Andererseits kann dabei aber auch ein bei der Schmelze 
bei 105° neben dem Anhydrid entstehendes amorphes und 
links drehendes Cinnamat von saurem Charakter mit im Spiele 
sein, das nach Abscheidung der Fraktionen des krystallinischen 
Dicinnamats auf Zusatz von viel Ligroin in Form einer zähen, 
klebrigen Substanz sich abscheidet. Beim Trocknen wird diese 
Substanz hart und durchsichtig. 
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Eine ätherische Lösung von der Konzentration c = 5,75 drehte im 

l-dm-Rohr & = — 9,20 °, 
d. i. [&]p = — 160°. 

Endlich läßt sich in den bei 105° ausgeführten Schmelzen 
von 2 Mol Zimtsäurechlorid auf 1 Mol Weinsäure bis zu 30°, , 
der angewandten Weinsäure unverändert wiedergewinnen, die 
bei dem erneuten Erhitzen der Schmelze auf 168 bis 170° 
natürlich gleichfalls in Reaktion treten wird. 


Aufspaltung des Dicinnamatanhydrids durch wasser- 
haltiges Aceton. 


1 g schön krystallisierten Dicinnamatanhydrids wurde in 
Aceton, dem 20°/, Wasser zugesetzt worden waren, gelöst. 
Die Lösung von c= 2, drehte im 1-dm-Rohr sofort nach der 
Herstellung bereits stark nach links, nämlich œ = — 4,73°, ein 
Zeichen dafür, daß das Anhydrid sofort begierig das dargebotene 
Wasser aufnimmt unter Bildung des Dicinnamats. 

Da nach 24 stündigem Stehen eine nennenswerte Zunahme 
der Drehung nicht zu beobachten war, œ = — 4,77°, wurde die 
Acetonlösung durch Eindampfen vom Aceton befreit und so- 
dann der Rückstand durch Aufnehmen mit Äther von noch 
vorhandenem Wasser getrennt. 

Da sich das krystallisiertte Dicinnamat nur schwer in 
Benzol und noch schwerer in Ligroin löst, so wurde die äthe- 
rische Lösung nach dem Trocknen mit Glaubersalz zuerst mit 
Benzol vermischt und nach dem Verjagen der größten Menge 
Äther mit Ligroin bis zur Trübung versetzt. 

Nach 24stündigem Stehen hatten sich schöne zentrisch 
gruppierte Nädelchen abgeschieden vom Schmelzpunkt 168 bis 
169 °. 

0,1000 g in Soda gelöst, Vol. 10,0 ccm, c = 1, drehten im 2-dm-Rohr: 

a = — 5,40 °, d.i. [æ]p = — 270°. 

0,1314 g gaben 0,3112 CO, und 0,0540 H,O. 


Ber. für C,eH450;: Gef.: 
C 64,39 64,59 
H 4,39 4,57 


Die Methode der Aufspaltung des Anhydrids durch wasser- 
haltiges Aceton ist, wie die folgenden Versuche zeigen, der Auf- 
spaltung durch verdünnte Sodalösung vorzuziehen. 
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Abnahme des Drehungsvermögens des krystallinischen. 
Dicinnamats durch verdünnte Sodalösung. 


Wie in der ersten Abhandlung über aktive Zimtsäuren 
(S. 305) gezeigt wurde, besitzen die bei der Zimtsäure-Weinsäure- 
schmelze gewonnenen amorphen Cinnamatgemische die bemerkens- 
werte Eigenschaft, daß ihr Drehungsvermögen in verdünnter 
Sodalösung bei längerem Stehen in der Kälte bis über 10° 
zunimmt. | 

Es war daher von Interesse, zu prüfen, in welcher Weise 
unter den gleichen Reaktionsbedingungen sich das krystalli- 
nische Dicinnamat verhalten würde. 

Zu diesem Zweck wurde eine Lösung von 0,1g krystallinisches 


Dieinnamat in verdünnter Soda hergestellt — Vol. 10 ccm — direkt nach 
der Herstellung drehte diese Lösung im 1-dm-Rohr: 


æ = — 2,68°. 
Da c =1, so entspricht dies einem [x]p = — 268°. 
Nach 20 Stunden wurde wieder untersucht und gefunden: 
æ = — 2,66. 
Nach 44 Stunden: 
æ = — 2,52 0, 
Nach 5 Tagen: 
æ = — 2,35 °. 


Nach ca. 22 Tagen: 
æ = — 1,08, d.i. [x]p = — 108°. 


Das macht im ganzen eine Abnahme im Drehungsvermögen um 160°. 


6 ccm der Lösung wurden angesäuert und der ausfallende 
Niederschlag, der aus abgespaltener Zimtsäure und nicht- 
gespaltenem Dicinnamat bestehen mußte, während nebenher 
gebildetes Monocinnamat in der wäßrigen Lösung verbleibt, 
abfiltriertt und nach dem Trocknen zur Abtrennung der Zimt- 
säure mit Ligroin ausgezogen. 

Der in Ligroin unlösliche Rückstand nahm keine krystal- 
linische Struktur mehr an, sondern stellte nach dem Trocknen 
eine amorph bleibende glasige ‘Substanz vor, deren Schmelz- 
punkt unter Zersetzung bereits bei 128° gefunden wurde. 


0,0174g in Soda gelöst — Vol.10ccem — o— 0,174, drehten im 
2-dm-Rohr: 
x = —0,75°%, d.i. [æ[p = — 216°. 
Man sieht daraus, daß durch die Soda nicht nur eine 
partielle Verseifung des krystallinischen Dieinnamats stattfindet, 
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sondern daß auch das nicht verseifte Dicinnamat eine Ände- 
rung seiner Eigenschaften erleidet; es verliert nicht allein seine 
krystallinische Struktur und wird amorph, sondern geht auch 
im Schmelzpunkt und Drehungsvermögen nicht unbeträchtlich 
herab. Diese Veränderung kann natürlich nicht durch struktu- 
relle, sondern muß durch relativ isomere Lageverschiebungen 
im Molekül erklärt werden. 

Wie der folgende Versuch lehrt, wird bereits bei der Auf- 
spaltung des Anhydrids durch viel kürzere Einwirkung von 
verdünnter Sodalösung in der Kälte ein nicht unerheblich 
weniger drehendes Dicinnamat erhalten. 

0,2 g Anhydrid wurde mit Sodalösung unter häufigem 
Schütteln während zweier Tage in Lösung gebracht. Die 
Lösung — Vol. 37cem — drehte im 1-dm-Rohr 


« = —125°, d. i. [«] = — 231° statt — 275°. 


Sinken des Schmelzpunktes und der Aktivität des 
krystallinischen Dicinnamats durch Schmelzen. 
Das bei 166 bis 167° schmelzende krystallinische Dicin- 

namat erstarrt beim Abkühlen zu einer amorphen, glasigen 

Masse, die, aufs neue erhitzt, bei 150° schmilzt. 

Eine Lösung von 0,0428 g krystallisiertes Dicinnamat drehte 

in Natriumbicarbonatlösung — Vol. 15 cem, c= 0,285 — im 


2-dm-Rohr: 
& = — 1,50°, d. i. [e], = — 266,7 °. 





0,0428 g dieses Präparates wurden bis zum Schmelzen auf 
165° erhitzt. Beim schnellen Abkühlen erstarrte die Schmelze 
zu einer glasigen, amorphen Masse, die 0,0426 g wog, somit 
beim Schmelzen so gut wie nichts an Gewicht verloren hatte: 

In Bicarbonat gelöst — Vol. 15 ccm, ce = 0,287 — drehten 
diese 0.0426 g Substanz: 

a=1,43°, d.i. [e], = — 251,8°. 


Also auch durch Schmelzen des krystallinischen Dicinnamats 
findet eine Änderung in den ursprünglichen Eigenschaften statt, 
indem die krystallinische Substanz amorph wird, nie- 
driger schmilzt und eine Abnahme im Drehungs- 
vermögen erfährt. 

Selbst nach 10 stündigem Erhitzen von 2.5 g krystallisierten 
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Dicinnamats mit Ligroin am Rückflußkühler ließ sich ein Rück- 
gang in der Drehung von a = — 2,83 ° auf «œ = — 2,75° be- 
obachten, ohne daß bei dem angewandten Verfahren an einen 
Substanzverlust zu denken wäre. 

Nach allen Beobachtungen, die wir gemacht haben, scheint 
der Schluß wohl gerechtfertigt, daB das Dicinnamat in relativ 
isomeren Modifikationen von verschiedenen Eigenschaften, be- 
sonders verschiedenem Drehungsvermögen bestehen kann. 


Aufklärung der Wechselwirkung von Zimtsäurechlorid und 
Weinsäure bei 105 bis 110°. 


Aus den bisher mitgeteilten Versuchen ergibt sich, daß 
das durch Erhitzen von 2 Mol Zimtsäurechlorid und 1 Mol 
Weinsäure auf 105° gebildete Reaktionsprodukt verschieden 
ist von der bei 168 bis 170° erhaltenen Schmelze. 

Während die letztere ohne Rückstand in Soda löslich und 
danach sauerer Natur ist, stellt das bei 105° zu erhaltende 
Reaktionsprodukt ein Gemisch vor, dessen Hauptbestandteil ein 
krystallinischer, neutral reagierender Körper ist, der als das 
nach rechts drehende Anhydrid eines krystallinischen, links 
drehenden Dicinnamats erkannt und im vorhergehenden Ab- 
schnitt beschrieben wurde. 

Daneben treten aber auch stets saure Bestandteile auf, 
die, wie aus dem folgenden Versuch 'hervorgeht, neben links 
drehendem Cinnamat unangegriffene Weinsäure und freie Zimt- 
säure enthalten. 

Versuch. 

Eine in der vorher schon beschriebenen Weise bei 110° ausgeführte 
Schmelze von 1 Mol Weinsäure und 2 Mol Zimtsäurechlorid lieferte 
unter Abspaltung der theoretisch möglichen Menge Salzsäure und ohne 
daß alle Weinsäure in die Schmelze einging, zuerst eine zähflüssige Masse, 
die alsbald hart und krystallinisch wurde. 

Das Vorliegen von Dicinnamatanhydrid in der Schmelze ergibt sich 
aus der Rechtsdrehung der Lösung einer Probe in Chloroform, die nach 
Trennungvon unlöslicher Weinsäure das Drehungsvermögen: [x]y„—=-+76,0° 
aufwies. 

Zur quantitativen Bestimmung der nicht in Reaktion getretenen 
Weinsäure wurden 2 g der Schmelze mit Chloroform geschüttelt. Un- 
gelöst blieben 0,2232 g Substanz, die durch den Schmelzpunkt 167° und 
durch Überführung in Weinstein als Weinsäure charakterisiert wurde. 

Auf die Gesamtmenge der Schmelze von 8,2 g berechnet sich daher 
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ein Gehalt von 0,92 g Weinsäure entsprechend ca. 31°/, der angewandten 
Weinsäure. 

Zum Nachweis der Zimtsäure wurden 4,1g der fein gepulverten 
Schmelze, entsprechend 50°/, der Gesamtmenge mit wenig trockenem 
Äther, verrieben, die ätherische Lösung sodann rasch von ungelöst ge- 
bliebenem Anhydrid und Weinsäure getrennt und verdunsten gelassen. 
Die die Zimtsäure neben ursprünglich gebildetem Dicinnamat enthaltende 
Lösung hinterließ 1,5 g einer teils krystallinischen, teils glasigen Substanz. 
Bei öfterem Ausziehen mit höhersiedendem Ligroin gingen insgesamt 0,38 g 
Zimtsäure in Lösung. Zur Trennung von mit in Lösung gegangenem 
Cinnamat wurde die durch Ausscheidung und Eindampfen gewonnene 
Substanz aus Ligroin umkrystallisiert. 

Die sich ausscheidende Zimtsäure besaß das nur geringe Dreliungs- 
vermögen: [x]p = — 4,0°. 

Auf die Gesamtmenge der Schmelze berechnet würden danach 0,7 g 
Zimtsäure oder 8,5°;, entstanden sein. 

Bei einem anderen Versuch hatten sich ca. 10°/, Zimtsäure aus der 
Schmelze abtrennen lassen. 

Der nach der Extraktion mit Ligroin ungelöst gebliebene Rück- 
stand, der aus ursprünglich entstandenem Dicinnamat bestehen mußte, 
wurde aus Benzol krystallisiert. Die beim Verdunsten des Benzols sich 
abscheidenden Krystalle schmolzen bei 158° und besaßen das folgende 
Drehungsvermögen: 0,1170 g in Soda — Vol. 11,7cem, d. i. c=1 — 
drehten im 2-dm-Rohr: 

æ = — 3,75, d. i. [x]p = — 187,5°. 

Die Verbrennung ergab: 

0,1218 g gaben 0,2885 CO, und 0,0521 H,O. 


Ber. für C,„H,,O;: Gef.: 
C 64,39 64,87 
H 4,39 4,77 


Der zu hohe Kohlenstoffgehalt und zu niedrige Schmelzpunkt des 
Präparates ist auf die Anwesenheit noch geringer Zimtsäuremengen zurück- 


zuführen, die sich durch erneuten Ligroinauszug einwandfrei nachweisen 
ließen. | 


Durch den mitgeteilten Versuch ist bewiesen, daß bei der 
Weinsäure-Zimtsäure-Chloridschmelze im Verhältnis von 1 Mol 
auf 2 Mol bei 116° außer dem Dicinnamatanhydrid auch freies 
Dieinnamat und Zimtsäure entstehen, während bis 30°/, Wein- 
säure sich der Reaktion entziehen. 

Dieser Umstand, zusammen mit der Tatsache, daß bei allen 
in diesem Verhältnis ausgeführten Schmelzen die der angewand- 
ten Menge Zimtsäurechlorid theoretisch entsprechende Menge 
von Salzsäure gleich 2 Mol entweicht, zwingt zu dem 
Schluß, daß die Entbindung der Salzsäure aus dem Zimt- 
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säurechlorid nicht allein durch die alkoholischen Hy- 
droxylgruppen der Weinsäure bewirkt wird, sondern 
daß dabei zum Teil auch eine Carboxylgruppe der 
Weinsäure mit in Reaktion tritt. 

Unter dieser Voraussetzung läßt sich der Reaktionsver- 
lauf allein in der folgenden Weise verstehen. 

Die Bildung des Dicinnamatanhydrids verläuft in den fol- 
genden vier sehr rasch hintereinander sich abspielenden Phasen: 


1. Phase: 

1 Mol Weinsäure — 1 Mol Zimtsäurechlorid = 1 Mol HCl 
——- Mol Monocinnamat. 

2. Phase: 

1 Mol Monocinnamat — 1 Mol Zimtsäurechlorid — 1 Mol 
HC1—- 1 Mol Dicinnamat. 

3. Phase: 

1 Mol Dieinnamat —+ 1 Mol Zimtsäurechlorid = 1 Mol HCl 
— 1 Mol Tricinnamat. 

4. Phase: 

1 Mol Tricinnamat — 1 Mol Dicinnamatanhydrid + 1 Mol 
Zimtsäure!). 

Bei Anwendung von 1 Mol Weinsäure und 2 Mol Zimtsäure- 
chlorid ist es undenkbar, daß die Gesamtmenge der Weinsäure 
in Dicinnamatanhydrid übergeführt wird, wodurch die nach- 
gewiesene große Menge unveränderter Weinsäure verständlich 
wird, dagegen war eine vollständige Umsetzung der angewandten 
Substanzen zu erwarten, wenn man die Mengenverhältnisse so 
wählte, daß sie sich den vier Phasen entsprechend nach der 
folgenden Gleichung umsetzen konnten: 
1C,H,0,—+ 3C, HE OCe = 3 HCI -+ 1C,H,0, + C,,H,,0, (Dicin- 

namatanhydrid). 

Die folgenden Versuche lassen die Richtigkeit dieser An- 
nahme erkennen. 


1) Auch bei der bekannten Bildung des Bernsteinsäureanhydrids 
aus Bernsteinsäure mit Hilfe von Acethylchlorid hat man anzunehmen, 
daß die Acetylgruppe durch eine Carboxylgruppe acetyliert, in zweiter 
Phase tritt dann die Acetylgruppe mit der OH-Gruppe der zweiten 
Carboxylgruppe unter Bildung von Bernsteinsäureanhydrid in Form von 
Essigsäure wieder aus. 
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Schmelze von 1 Mol d-Weinsäure und 3 Mol Zimtsäure- 
chlorid bei 105 bis 110°. 


Diesem Mengenverhältnis entsprechend wurden 1,5 g Wein- 
säure und 5,0 g Zimtsäurechlorid in einem Reagensrohr innig 
gemischt, im Paraffinbade auf 105 bis 110° erhitzt. Beim Um- 
rühren wurde zum Unterschied von den mit dem molekularen 
Verhältnis 1 : 2 vorgenommenen Schmelzen alle Weinsäure unter 
lebhafter Salzsäureentbindung aufgenommen. 

Nach 50 Minuten nahm die zähflüssige Masse eine salben- 
artige Konsistenz an und erstarrte beim Erkalten krystallinisch. 

Der Gewichtsverlust durch die abgespaltene Salzsäure 
betrug 1,05g, während sich nach der obigen Gleichung 1,1g 
berechnet. 

Zur Trennung der Zimtsäure von dem gebildeten Dicin- 
namatanhydrid wurden 5,2g der noch etwas nach Chlorid 
riechenden Schmelze mit Ligroin ausgekocht. Ungelöst blieben 
3,15g, von denen 0,10g in Aceton gelöst, — Vol 10 ccm — 
c=1 im 1-dm-Rohr «—= + 2,33° drehte, d. i. [c], = + 233°. 
Aus der Ligroinlösung kristallisierte 1,6g Säure aus vom 
Schmelzpunkt 116°. In der Lösung war 0,2g Zimtsäure nach- 
weisbar, die beim Verdunsten zurückblieb. Zur Trennung von 
dem mit in Ligroinlösung gegangenen Dicinnamatanhydrid wurde 
die Substanz mit Chloroform und Sodalösung geschüttelt. 

Die beim Ansäuren ausgeschiedene Säure wurde mit Äther 
aufgenommen. Nach dem Verjagen des Äthers hinterblieben 
1,1g Säure, die zur Entfernung gebildeten Dicinnamats aus 
Ligroin krystallisiert wurden, wobei 0,2 g Dicinnamat ungelöst 
blieben, während sich 0,6g Zimtsäure vom Schmelzpunkt 129 
bis 130° in aktiver Form abschieden und 0,3 g derselben Säure 
beim Verdunsten der Mutterlauge zurückblieben. 

Die Chloroformlösung hinterließ beim Verdunsten 0,4g 
Dicinnamatanhydrid. 

Danach enthielten die 5,2g der Schmelze 3,15g-+-0,4g 
Dicinnamatanhydrid, zu diesen 3,55g Anhydrid sind noch die 
0,2g Hydrat aus Anhydrid entstanden zu rechnen, macht zu- 
sammen ca. 3,75g Dieinnamatanhydrid, nach obiger Gleichung 
berechnet: 3,75 8. 

Von den zuerst durch Extraktion mit Ligroin erhaltenen 
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1,6g -+- 0,2 g (aus Mutterlauge) = 1,8g Zimtsäure sind abzu- 
ziehen 0,4g Dicinnamatanhydrid und 0,2 Dicinnamat, wonach 
sich bei der Reaktion 1,2 g Zimtsäure gebildet haben, während 
sich nach obiger Gleichung für die 5,2g 1,42g Zimtsäure 
berechnen. 

Es ergibt sich also aus diesem Versuch, daß bei der Ein- 
wirkung von 3 Mol Zimtsäurechlorid auf 1 Mol Weinsäure unter 
Entbindung von 3 Mol Salzsäure und dem Verbrauch aller 
Weinsäure 1 Mol Dicinnamatanhydrid neben 1 Mol Zimtsäure 
entsteht. Dieses Mengenverhältnis von Weinsäure und Chlorid 
eignet sich daher auch am besten zur Darstellung von Dicin- 
namatanhydrid. 

Bei einem zweiten Versuch mit dem gleichen Mengen- 
verhältnis wurde die gebildete Zimtsäure aus der Schmelze 
durch Schütteln mit Chloroform und Sodalösung von Anhydrid 
getrennt. Das aus der Sodalösung beim Ansäuern abgeschiedene 
Gemisch von Zimtsäure mit dem durch Aufspaltung von An- 
hydrid gebildeten Dicinnamat wurde zur Abtrennung des letz- 
teren zweimal mit Ligroin ausgekocht. 

Die aus der Ligroinlösung sich abscheidende Zimtsäure 
schmolz bei 133°. 


0,2 g in Soda — Vol. 10 cem — c= 2 drehten im 2-dm-Rohr 
æ = 0,09°, d. i. [x]p — 2,2°, 0,1417 g gaben 0,3782Co, und 0,0701 H,O. 


Ber. für C,H,Og: Gefunden: 
C 72,97 72,80 
H 5,41 5,50 


Dieser Versuch lehrt also, daß die auf diese Weise erhaltene 
Zimtsäure eine viel geringere Aktivität besitzt, als die nach den 
anderen Methoden gewonnenen Präparate. 

Bei einem dritten Versuch mit dem gleichen Mengen- 
verhältnis wurden 4,5g des Rohprodukts vom [«], = + 175° 
zur quantitativen Bestimmung der gebildeten Zimtsäure zuerst 
mit Ligroin von der Hauptmenge des Rohprodukts getrennt. 

Das mit der Zimtsäure in Lösung gegangene Anhydrid 
wurde sodann in das Hydrat übergeführt und dieses durch 
Ligroin von der Zimtsäure getrennt. 

Die Gesamtmenge der so gewonnenen Zimtsäure betrug 
auf die Gesamtschmelze berechnet 1,4g, während sich nach der 
Theorie 1,5g bilden sollten. 
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Rechtsdieinnamatanhydrid und Rechtsdicinnamat. 


Schmelze von 1 Mol l-Weinsäure und 3 Mol Zimtsäure- 
chlorid bei 105 bis 110°. 


Die Herstellung der Schmelze geschah, wie bei den Ver- 
suchen mit d-Weinsäure. Da die Umsetzungsgeschwindigkeit von 
Weinsäure und Zimtsäurechlorid wesentlich von dem Feinbheits- 
grad der angewandten gepulverten Weinsäure abhängt, so läßt 
sich zwischen den Schmelzen mit d- bzw. l-Weinsäure nur dann 
ein Unterschied feststellen, wenn die lI-Weinsäure nicht so fein 
gepulvert angewandt wird, als wie es die käufliche, gepulverte 
Weinsäure ist. 

Die rohe, aus 3,0 g1-Weinsäure und 10g Zimtsäurechlorid 
nach über 2stündigem Erhitzen unter Abspaltung der theore- 
tischen Menge Salzsäure erhaltene Schmelze wurde gepulvert 
und darauf mit wenig wasserfreiem Äther gewaschen und ab- 
gesaugt. 

Die ätherische, die gebildete Zimtsäure enthaltende Lösung 
wurde mit Sodalösung geschüttelt. Die auf Säurezusatz sich 
abscheidende Zimtsäure schmolz nach der Krystallisation aus 
Ligroin bei 132°.. 

0,2g in Soda — Vol. 10 ccm — c= 2 drehten in 2-dm-Rohr: 

æ = + 0,12°, 
d. i. [æ]p = + 3,0 ° 
0,1244 g gaben 0,3320 CO, und 0,0621 H,O. 


Ber. für C,H,O;: Gefunden: 
C 72,97 72,79 
H 5,41 5,55 


Wie zu erwarten stand, bildet sich also bei der Schmelze 
mit l-Weinsäure eine nur wenig nach rechts drehende Zimtsäure. 
Der in Äther ungelöst gebliebene Anteil der Schmelze 
zeigte nach zweimaligem Umkrystallisieren aus Benzol den für 


das Dicinnamatanhydrid festgestellten Schmelzpunkt 158 bis 159°. 


Die bis zur Gewichtskonstanz getrocknete Substanz (zuletzt 
bei 100°) lieferte bei der Verbrennung: 
0,1270 g gaben 0,3125 CO, und 0,0491 H,O 
Ber. für C,,H,s0; Gef. 
C 67,35 67,11 
H 4,08 4,30 
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0,1281 g in Aceton gelöst — Vol. 10 ccm — c = 1,281 drehten im 
1-dm-Rohr & = — 3,519, 

d. i. [x]p = — 274,0°. 

D. h. wie zu erwarten stand, fast genau so stark nach 
links, als das Dicinnamatanhydrid aus d-Weinsäure nach rechts 
dreht. 

Bei dem raschen Zurückgehen der Drehung des Dicinna- 
matanhydrids durch Wasseraufnahme ist die gefundene Differenz 
im Drehungsvermögen von ca. 8° nicht auffallend. 


Krystallisiertes d-Dicinnamat. 


Zur Darstellung des dem l-Dicinnamatanhydrid zugrunde 
liegenden krystallinischen d-Dicinnamats wurde das Anhydrid 
in der oben beschriebenen Weise mit Hilfe von wasserhaltigem 
Aceton aufgespalten. Der beim Verjagen des Acetons ver- 
bleibende Rückstand wurde aus Benzol krystallisiert. Die sich 
abscheidenden feinen Nädelchen zeigten den auch bei l-Dicinna- 
mat beobachteten Schmelzpunkt 167 bis 168°. 

0,0649 g in Soda — Vol. 12,5 ccm — c = 0,5192 drehten im 1-dm- 
Rohr œ = + 1,30° 

d. i. [x]p = + 250,4°. 

Wie schon beim krystallisierten l-Dicinnamat erwähnt 
werden häufig weniger als 275° drehende Präparate erhalten, 
und es ist kaum möglich, die beobachteten Unterschiede im 
Drehungsvermögen anders als durch relative Lagerungsver- 
schiedenheiten im Molekül zu erklären. 

Die Analyse ergab: 

0,1327 gaben 0,3141 CO, und 0,0545 H,O 


Ber. für C„H,,0, Gef. 
C 64,39 64,55 
H 4,39 4,56 


Die voranstehend beschriebenen Versuche, bei denen 1 Mol 
Weinsäure mit 3 Mol Zimtsäurechlorid auf 110° erhitzt wurden, 
lieferten unter Abspaltung von 3 Mol Salzsäure ein Gemisch 
von 1 Mol Dicinnamatanhydrid und 1 Mol Zimtsäure, dessen 
quantitative Trennung durch die große Empfindlichkeit des An- 
hydrids gegenüber von Wasser und wasserhaltigen Lösungs- 
mitteln sehr erschwert wird. 

Trotzdem lassen die Versuche keinen Zweifel darüber, daß 
bei diesem Mischungsverhältnis zuerst 3 Mol Zimtsäurechlorid 
in zwei alkoholische und eine Säurehydroxylgruppe der Wein- 
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säure eintreten unter Freiwerden von 3 Mol Salzsäure und daß 
das intermediär gebildete Tricinnamat der Weinsäure sodann 
unter Abspaltung von 1 Mol. Zimtsäure in das Anhydrid des 
Dicinnamats übergeht. 

Es war nun von großem Interesse festzustellen, ob sich 
bei anderen Mengenverhältnissen von Weinsäure zu Zimtsäure- 
chlorid, bei denen die Weinsäure im Überschuß vorhanden ist, 
die Bildung des Dicinnamatanhydrids unterdrücken und die 
Bildung des ersten Umsetzungsprodukts, des Monocinnamats, 
nachweisen lassen würde. 

Zu diesem Zweck wurden die folgenden Mischungen: 
2:3, 3:3=1:1 und 6:3==2:1 untersucht. 

Bei all diesen Mischungsverhältnissen befindet sich die 
Weinsäure in großem Überschuß gegenüber dem Zimtsäure- 
chlorid im Vergleich zu dem Verhältnis 1:3, und es wäre da- 
mit die erste Bedingung erfüllt zur Bildung, der der Anhydrid- 
bildung naturgemäß vorausgehenden Produkte, des Mono- und 
Dicinnamats. 

Nach der Erfahrung bei anderen in mehreren Phasen ver- 
laufenden Substitutionsreaktionen mußte für die Bildung des 
Monocinnamats das Verhältnis 1 Weinsäure auf 1 Zimtsäure- 
chlorid an günstigsten sein. 

Sollte jedoch bei diesem Verhältnis die Reaktion sich den- 
noch den Verlauf 1:3 erzwingen, so ist das nur möglich, wenn 
man das Verhältnis 1:1=3:3 in 1:3 und 2 zerlegt, d. h. 
auf 3 Mol Chlorid würden 2 Mol Weinsäure unverändert bleiben 
müssen, da für sie kein Chlorid mehr vorhanden ist. 

Das Verhältnis 2:3 könnte entsprechend entweder in 1:3 
und 1 Weinsäure Überschuß oder, wenn die Reaktion sich nach 
der Mono- und der Dicinnamatbildung aufhalten ließe, in 1:1 
und 1:2 zerlegen lassen, wonach neben 1 Mol Monocinnamat 
1 Mol Dicinnamat zu erwarten wäre. . 

Endlich das Verhältnis 6:3 = 2:1 läßt sich in 1:3 neben 
5 überschüssiger Weinsäure zerlegen, da 2:1=4:2, so mußten, 
wenn die Reaktion bei dem dem Verhältnis 1:2 entsprechen- 
den Dicinnamat haltmachen könnte, daneben 3 Mol Weinsäure 
unangegriflen bleiben, und da endlich 2:1=1:1 und 1 Wein- 
säure vorstellt, so mußten, wenn sich die Reaktion bis zur voll- 
ständigen Beendigung der ersten Phase, mit dem Reaktions- 
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produkt Monocinnamat, durchführen ließe, 1 Mol Weinsäure 
unverändert bleiben. 

Wie aber die folgenden Versuche lehren, läßt sich auch 
bei Verwendung sehr beträchtlicher Überschüsse an Weinsäure 
in keinem Falle die Bildung des aus dem höchsten, dem Tri- 
substitutionsprodukt der Weinsäure entstehenden Dicinnamat- 
anhydrids unterdrücken. Die Reaktion verläuft daher bis zu 
diesem Produkt der 3. Phase mit zunehmender Geschwindigkeit, 
wodurch es auch verständlich wird, daß sich bei keinem Ver- 
suche das primär entstehende Monocinnamat nachweisen ließ. 


Schmelze von 2 Mol Weinsäure und 3 Mol Zimtsäure- 
chlorid bei 110 bis 120°. 


Ein inniges, fein gepulvertes Gemisch von 3,0 g Weinsäure 
und 5,0 g Zimtsäurechlorid wurde ansteigend bis 120° erhitzt. 
Ein großer Teil der Weinsäure wurde unter lebhafter Salzsäure- 
entwicklung aufgenommen. Nach 20 Minuten war letztere voll- 
ständig beendet. Der durch die Salzsäureabgabe bewirkte Ge- 
wichtsverlust betrug 1,09 g. Der für 5 g Zimtsäurechlorid be- 
rechnete 1,095 g. 

Danach war die Gesamtmenge des in dem angewandten 
Zimtsäurechlorid enthaltenen Chlors bei der Reaktion in Form 
von Salzsäure ausgetreten. Von der glasigen, spröden, etwas 
gefärbten Schmelze drehten 0,0457 g in Aceton — Vol 10 ccm, 
c = 0,457 im 1-dm-Rohr «= — 0,53, d.i. [e] = — 116°. 

Beim Ausziehen der Schmelze mit Ligroin ging ein ge- 
ringer Teil in Lösung. Der beim Erkalten der filtrierten Lösung 
abgeschiedene krystallinische Niederschlag drehte 

[e], = + 86°. 

Der in Ligroin ungelöst gebliebene Anteil ließ sich durch 
Behandlung mit kaltem Äther scheiden in 4,7 g einer äther- 
löslichen, glasigen Substanz vom [a], = — 98° und in 1,2g 
krystallinischer Substanz, die in Äther ungelöst blieb und in 
Acetonlösung das [a], = + 55° besaß. 

0,9 g dieser Substanz wurden nun mit Chloroform und Wasser 
weiter geschieden. Die Chloroformlösung — Vol. 25 ccm — drehte 
im 2-dm-Rohr «—=-1-4,63° und hinterließ nach dem Verjagen 


des Chloroforms 0,23 g Rückstand, daraus berechnet sich für 
Biochemische Zeitschrift Band 77. 6 
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die ursprüngliche Lösung die Konzentration c = 0,92 und das 
Drehungsvermögen: 
[e], = + 252°. 

Die wäßrige Lösung — Vol. 25 cem — die die unveränderte 
Weinsäure enthalten mußte, drehte im 2-dm-Rohr: « = -- 0,67°. 
Der Eindampfrückstand wog 0,63 g, woraus sioh die Konzen- 
tration c = 2,52 und das Drehungsvermögen: [a], = + 13,3° 
berechnet. 

Durch das Drehungsvermögen, durch den Schmelzpunkt 
166° und die Überführung in Weinstein wurde das Vorliegen 
von Weinsäure bewiesen. 

Auf die Gesamtmenge der Schmelze berechnet, sind von 
den 3 g Weinsäure 2,2 g in Reaktion getreten und 0,8 un- 
verändert geblieben. Wäre die Reaktion vollständig im Ver- 
hältnis 1:3 verlaufen, so hätte nur 1,5 g Weinsäure verbraucht 
werden dürfen. 

Wie der Nachweis des rechts drehenden Anhydrids zeigt, 
ist ein Teil der angewandten Substanz im Verhältnis 1:3 in 
Reaktion getreten, während der übrige Teil bei der Bildung 
von Dicinnamat stehen geblieben ist, wie die beobachtete Links- 
drehung und der über die Hälfte hinausgehende Verbrauch 


von Weinsäure beweist. 


Schmelze von 1 Mol Weinsäure und 1 Mol Zimtsäure- 
chlorid bei 110°. 


Bei der Einwirkung gleicher Moleküle Weinsäure und Zimt- 
säurechlorid aufeinander sollte man auf Grund der Erfahrung 
bei anderen, in molekularem Verhältnis ausgeführten Reaktionen 
die glatte Bildung des primär entstehenden Umsetzungsproduktes, 
nämlich des Weinsäuremonocinnamats erwarten. 

So z. B. ist es ganz unmöglich, sich vorzustellen, daß bei 
der Einwirkung gleicher Moleküle Weinsäure und Natron- 
hydrat etwas anderes entstehen könnte als saures weinsaures 
Natrium, das dem Weinsäuremonocinnamat entspricht. 

Die Wechselwirkung gleicher Moleküle Weinsäure und Zimt- 
säurechlorid aufeinander macht jedoch von dieser sonst meist 
gültigen Regel eine Ausnahme. 

Auch bei dem Verhältnis 1:1. das gleich ist dem Verhältnis 
3:3, geht die Reaktion zum Teil bis zu Ende entsprechend 
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dem Verhältnis 1:3, demzufolge natürlich Weinsäure unangegriffen 
bleiben muß. 

Im ganzen wurden 4 Schmelzen in diesem Verhältnis 
jedoch zu sehr verschiedenen Zeiten, zu denen die Klarlegung 
der Wechselwirkung von Chlorid und Weinsäure sehr verschie- 
den weit fortgeschritten war, ausgeführt, deren Resultate zu- 
kammengezogen werden sollen. 

Weinsäure und Chlorid wurden im Verhältnis von 6,0 
zu 6,7g innig gemischt auf 110° erhitzt. Die auftretende 
starke Salzsäureentbindung ist nach 20 Minuten beendigt. Der 
hierdurch bewirkte Gewichtsverlust stimmt in allen Fällen mit 
der Theorie überein. Bei obigem Mengenverhältnis z. B. 1,5 statt 
1.46. Bei allen diesen Schmelzen ist deutlich zu beobachten, daß 
größere Mengen Weinsäure unverändert bleiben. Wenn aber alles 
Chlor des Chlorids als Salzsäure austritt und dabei Weinsäure un- 
verändert bleibt, so ergibt sich daraus, daß die Reaktion nicht 
unter ausschließlicher Bildung von Monocinnamat verlaufen 
sein kann. 

Die im ganzen 30 Minuten erhitzte Schmelze ist zähe und 
klebrig, nach deın Erkalten spröde. 

Zur Bestimmung der nicht verbrauchten Weinsäure wird 
eine abgewogene Menge der gepulverten Rohschmelze mit Chloro- 
form verrieben. Hierbei bleibt die Weinsäure ungelöst zurück. 
Ihre Menge läßt sich durch Absaugen, Trocknen und Wägen 
und durch Umrechnung auf die Gesamtmenge der Schmelze 
feststellen, während ihre Identifizierung durch Bestimmung von 
Schmelzpunkt und Drehungsvermögen sowie durch Überführung 
in Weinstein leicht gelingt. 

Bei zwei Versuchen wurde festgestellt, daß bei der Schmelze 
eines molekularen Gemisches von Weinsäure und Zimtsäurechlorid 
57 bezw. 59°/, Weinsäure unverändert bleiben. 

Wenn die Reaktion ganz nach dem Verhältnis 1:3 ver- 
laufen wäre, so hätten 66,6°/, Weinsäure unverändert bleiben 
müssen. Nachdem mehr Weinsäure angegriffen worden ist, so 
muß neben rechts drehendem Dicinnamatanhydrid auch links 
drehendes Cinnamat gebildet werden. Da das Anhydrid so leicht 
in sein Hydrat übergeht, so genügt nicht die Beobachtung des 
bei allen Versuchen auftretenden, nach links drehenden Anteils, 
sondern die Bildung freier Cinnamate bei der Schmelze kann nur 

6* 
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aus der Menge der unangegriffenen Weinsäure gefolgert werden. 
Die Bildung des rechts drehenden Anhydrids dagegen ließ 
sich ohne Schwierigkeit direkt nachweisen. 

Zu diesem Zwecke wurde ein Teil der Schmelze (2 g) mit 
heißem Ligroin ausgezogen. 

Die sich aus der Ligroinlösung abscheidenden feinen, zen- 
trisch gruppierten Nadeln (0,3g) schmolzen nach zweimaliger 
Kıystallisation aus Benzol bei 145° und lösten sich nicht in 
Bicarbonatlösung. 

0,0750g in Aceton — Vol 10ccm — c==0,75 drehten im 
1-dm-Rohr «= 1,82°, 

d. i. [«], = + 242,7°. 

Bei der zweiten Extraktion wurden noch 0,16g rechts- 
drehende Substanz erhalten: 

[æ[p = + 106,20 

Der in Ligroin unlösliche Rückstand, der neben der un- 
veränderten Weinsäure gleichzeitig entstandenes Dicinnamat 
enthalten mußte, wurde zur Abtrennung der Weinsäure mit 
Chloroform behandelt. Nach Abtrennung der Weinsäure und 
dem Verdunsten der Chloroformlösung blieb eine bei 169° sich 
zersetzende krystallinische Substanz zurück (0,62 g). 

0,1166 g in Soda — Vol 20 ccm — o = 0,583 drehte im 1-dm-Rohr 
a = — 1,35°, 
d. i. [x]p = — 232,6. 

Nach Eigenschaften und Gewinnung dürfte es sich hier 
um primär gebildetes Dicinnamat handeln. 

Die geringen Mengen der bei Bildung des Anhydrids ent- 
stehenden Zimtsäure wurden bei diesen Versuchen nicht abzu- 
scheiden versucht, da nach den vorhergehenden Versuchen und 
dem etwas zu tiefen Drehwert der durch Ligroinextraktion 
gewonnenen Krystallisationen ihr Auftreten neben dem Anhydrid 
erwiesen ist. 


Schmelze von 2 Mol Weinsäure und 1 Mol Zimtsäure- 
chlorid bei 110 bis 115°. 
9 g Weinsäure und 5g Zimtsäurechlorid wurden innig ge- 
mischt eine halbe Stunde unter Umrühren auf 115° erhitzt- 
Der durch Salzsäureabspaltung verursachte Gewichtsverlust 
beträgt 1,1g, während sich für die angewandte Menge Chlorid 
1,1g berechnet. 
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Zur Bestimmung der nicht in Reaktion getretenen Wein- 
säure wurden 0,3 g der Rohschmelze mit Chloroform behandelt. 
Dabei blieben 0,16g Weinsäure ungelöst, die sich durch ihren 
Schmelzpunkt 167° und ihre Überführung in Weinstein leicht 
identifizieren ließ. Von den 9g Weinsäure blieben daher 6,9 g 


unverändert und traten nur 2,1g in Reaktion. 
Die Chloroformlösung — Vol. 10 ccm — drehte im 1-dm-Rohr gleich 
nach der Herstellung 


œ = —0.18°, 
d. i. da sich für c= 1,4 berechnet: 
ap = — 12,4°. 
Da beim Aufbewahren die Linksdrehung beträchtlich zunimmt: 
nach 1 Stunde æ = — 1,45 
n 24 n æ = — 2,17°, [æ p = — 155°, 


so ergibt sich schon aus dieser Beobachtung, daß auch bei dieser 
Schmelze Dicinnamatanhydrid entstanden sein muß. 

Zur Abscheidung des Anhydrids in Substanz wurden 10 g der 
Schmelze mit Ligroin ausgekocht. Aus der erkaltenden Lösung schieden 
sich nur 0,03 g krystallinischer Substanz aus, deren Lösung in Chloro- 
form — Vol. 10 cem — daher c= 0,3 gleich nach der Herstellung im 


1-dm-Rohr 
x = +0,50°, d. i. [æ] = + 166,7 


nach 1 Stunde œ = + 0,13 ° 
n 2 Tagen &= — 0,58°. 

Es ergibt sich aus diesem Versuch, bei dem Weinsäure und 
Zimtsäurechlorid im Verhältnis von 2 Mol auf 1 Mol oder, was 
das gleiche ist, von 6 Mol auf 3 Mol aufeinander eingewirkt 
haben, daß trotz des Überschusses von 5 Mol Weinsäure die 
Bildung des Diceinnamatanhydrids nicht unterdrückt werden 
konnte. 


drehte 


Schmelze von 1 Mol Monocinnamat und 1 Mol Zimt- 
säurechlorid bei 110°. 


Endlich erschien es von Interesse, festzustellen, wie sich 
fertig gebildetes Monocinnamat, das bei allen beschriebenen 
Weinsäure-Zimtsäurechloridschmelzen als primäres Umsetzungs- 
produkt betrachtet werden muß und das sich merkwürdiger- 
weise bei keiner Chloridschmelze abscheiden ließ, bei der 
Schmelze mit Zimtsäurechlorid verhalten würde. 

Ein Gemisch von 2,8 g schön krystallisiertem Monocin- 
namat vom Zersetzungspunkt 202° und 1,7 g Zimtsäurechlorid 
wurde unter Umrühren in einem Reagensglas im Paraffinbad 
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auf 110° erhitzt. Die Salzsäureabspaltung, die nur träge von- 
statten ging, war nach 25 Minuten beendet. Die Schmelze 
stellte eine durch unverändertes Monocinnamat getrübte, zähe 
Masse dar. Nach einer Gesamterhitzungsdauer von 30 Minuten 
wurde rasch abgekühlt und der durch die Salzsäureabspaltung 
bewirkte Gewichtsverlust festgestellt. Statt des für die ange- 
wandte Menge Zimtsäurechlorid berechneten Verlustes von 0,36 g 
wurde 0,40 g gefunden. 

Zum Nachweis etwa entstandenen Dicinnamatanhydrids 
wurden 2 g der gepulverten Schmelze mit Ligroin ausgekocht. 
Aus der Ligroinlösung schieden sich beim Erkalten 0,5 g Sub- 
stahz in Nadeln ab. 

Eine Lösung von 0,0490 in Chloroform — Vol. 10 cem — drehte 
im 1-dm-Rohr gleich nach der Herstellung: 

a = +0,75°, d.i. [xp = + 153° 
nach 1 Stunde: æ = + 0,30 ° 
nach 2 Tagen: æ —=—0,90°. 

Es ergibt sich daraus, daß auch beim Erhitzen gleicher 
Moleküle Monocinnamat und Zimtsäurechlorid auf 110° Dicin- 
namatanhydrid gebildet wird. 

Zur Bestimmung des nicht in Reaktion getretenen Mono- 
cinnamats wurde 1 g der Schmelze mit Chloroform, in dem 
das Monocinnamat unlöslich ist, geschüttelt. Die Menge des 
ungelösten Monocinnamats betrug 0,397 g, sein Zersetzungspunkt 
lag bei 202°. 

Die Chloroformlösung, die 0,608 g Substanz in Form von Dicin- 
namatanhydrid bzw. Dicinnamat enthalten mußte — Vol.15 cem, c= 4,02 — 
drehte im 1-dm-Rohr 

a = — 5,29°, d. i. [x]p = — 131,5°. 

Auch dieser Versuch bestätigt, daß die Substitution der 
Wasserstoffatome von 3 Hydroxylgruppen der Weinsäure durch 
die Reste der Zimtsäure mit zunehmender Geschwindigkeit 
verläuft und daß bei den von der Weinsäure ausgehenden Ver- 
euchen das zuerst entstehende Monocinnamat gewissermaßen 
in statu nascendi gleich weiter verändert wird, da es sich bei 
keinem Versuch in Substanz abscheiden ließ. 


Schluß. 


Betrachtet man die Umsetzung von Weinsäure und Zimt- 


säurechlorid vom allgemein chemischen Standpunkt, so handelt 
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es sich um einen Substitutionsvorgang, bei dem 3 Wasserstoff- 
atome einer Verbindung mittels eines Säurechlorids unter Salz- 
säureabspaltung gegen das dem Chlorid zugrunde liegende 
Säureradikal ausgetauscht werden, ein Vorgang, der in allge- 
meinster Form wie folgt auszudrücken ist: 


/H /R 
1. ROH+OR—RIH-+HO 
NH NH 
R’ R’ 
2. RÜH-OR—RIR + H0 
SH NH 
R’ R 
3. RR + COR’ =RŹ R+ HC. 
NH NR 


Meistens pflegen derartige Substitutionsvorgänge so zu ver- 
laufen, daß bei Anwendung molekularer Mengen das Ausgangs- 
produkt zuerst durchweg in sein Monosubstitutionsprodukt und 
dann erst bei Zusatz eines zweiten Moleküls des Chlorids in 
sein Disubstitutionsprodukt umgewandelt wird und daß erst 
die Bildung eines Trisubstitutionsproduktes beginnt nach voll- 
ständiger Umwandlung aller Mono- in Disubstitutionsprodukte. 

Wenn ein Substitutionsvorgang streng in dieser Weise er- 
folgt, so muß sich das Trisubstitutionsprodukt schwerer aus 
dem Disubstitutionsprodukt und dieses schwerer aus dem Mono- 
substitutionsprodukt und dieses schwerer aus dem Ausgangsstoff 
bilden. | 

Bildet sich dagegen das Trisubstitutionsprodukt leichter aus 
dem Disubstitutionsprodukt, als dieses aus dem Monosubstitu- 
tionsprodukt und bilden sich auch das Tri- und Disubstitutions- 
produkt leichter aus Mono- als dieses aus dem Ausgangsprodukt, 
so wird es verständlich, daß bei der Substitution Ausgangs- 
material unverändert bleibt und das primäre Monosubstitutions- 
produkt in dem Maß, wie es entsteht, gleich weiter in das Di- 
bzw. Trisubstitionsprodukt umgewandelt wird. 

Also nur dann, wenn die Geschwindigkeit von Reaktions- 
phase zu Reaktionsphase beträchtlich zunimmt, kann man er- 
warten, auch bei Anwendung gleichmolekularer Mengen neben 
unverändertem Ausgangsstoff das höchste Substitutionsprodukt 
zu erhalten. 

Ein solcher Fall liegt offenbar bei der Einführung von 
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Zimtsäureresten mit Hilfe von Zimtsäurechlorid in das Molekül 
der Weinsäure vor. 

Für die Entwickelung unserer theoretischen Vorstellungen 
war es von größter Wichtigkeit, daß sich bei den meisten 
Substitutionsvorgängen die Produkte der aufeinanderfolgenden 
Reaktionsphasen gewinnen ließen und daß nicht, wie bei der 
Substitution von drei Hydroxylgruppen der Weinsäure durch 
Zimtsäurereste, die Reaktionen der einander folgenden Phasen mit 
einer derart zunehmenden Geschwindigkeit verlaufen, daß neben 
dem gebildeten höchsten Substitutionsprodukt ein Teil des 
Ausgangsmaterials unverändert bleibt. 

Man braucht nur daran zu denken, was für Folgen es für 
unsere Anschauungen gehabt hätte, wenn sich bei der Sub- 
stitution des Wasserstoffs im Wasser neben unverändertem 
Wasser Natriumoxyd, oder wenn aus dem Benzol bei der Ein- 
wirkung von Chlor neben unverändertem Benzol Hexachlor- 
benzol gebildet hätte u. a. 

Für die Erkenntnis der Zwischenstufen ist es daher von 
größter Wichtigkeit, wenn die aufeinanderfolgenden Reaktions- 
phasen nicht mit allzu rasch zunehmender Geschwindigkeit ver- 
laufen. 

Die Vertretung von 3 Wasserstoffatomen der Weinsäure 
durch 3 Cinnamoylreste läßt sich der Sättigung einer drei- 
basischen Säure durch eine einsäurige Base an die Seite 
stellen. l 

Während aber bei dem ersteren Vorgang Ausgangsprodukt 
und Endprodukt nebeneinander auftreten können, ist dies bei 
letzterem Vorgang ausgeschlossen, da sich Endprodukt und Aus- 
gangsprodukt, d. i. neutrales Salz und freie dreibasische Säure 
zu einem sauren Salz umsetzen müssen. Eine dementsprechende 
Umsetzung ist aber nach den gemachten Erfahrungen zwischen 
Weinsäure und den Cinnamaten nicht möglich. 

Die Umsetzung zwischen neutralem Salz und freier drei- 
basischer Säure ist bedingt durch die Überlegenheit in der 
Säurestärke der freien Säure gegenüber dem primären und 
sekundären sauren Salz. Die Säurestärke von der freien Säure 
über primär und sekundär saures Salz bis zum Neutralsalz 
nimmt naturgemäß ab, während durch die nacheinander ein- 
tretenden stark negativen Cinnamoylgruppen die noch un- 
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besetzten OH-Gruppen an Reaktionsfähigkeit gewinnen, wes- 
halb ein Rückwärtsgehen in der Reaktion ausgeschlossen er- 
scheint. 

Nach den von Anschütz und Pictet!) gemachten An- 
gaben darf man annehmen, daß auch die von diesen Forschern 
studierte Benzoylierung und Acetylierung der Weinsäure, wie 
die eben beschriebene Cinnamoylierung, mit zunehmender Ge- 
schwindigkeit bis zum Endprodukt der Reaktion, dem Anhy- 
drid der d-Benzoyl- bzw. Diacetylweinsäure führt und daß es 
deshalb zur Gewinnung dieses Endprodukts notwendig ist, auf 
1 Mol Weinsäure 3 Mol der Chloride einwirken zu lassen. 

Die durch Fraktionierung der bei höherer Temperatur aus- 
geführten Schmelzen von 1 Mol Weinsäure und 2 Mol Zimt- 
säurechlorid, sowie der bei der Weinsäure-Zimtsäureanhydrid- 
und der Weinsäure-Zimtsäureschmelze sich bildenden Cinnamat- 
gemische gemachten Erfahrungen und die sich daraus ergebende 
Aufklärung über den verschiedenen Verlauf der Reaktion bei 
den genannten Schmelzen, und endlich die wichtigen neuerdings 
gemachten Beobachtungen über Bildung und Verhalten der 
optisch aktiven und hemiedrisch krystallisierenden Zimtsäuren 
sollen in demnächst folgenden besonderen Abhandlungen be- 
schrieben werden, da das angesammelte Beobachtungsmaterial 
zu umfangreich ist, um in einer einzigen Abhandlung zusammen- 
gefaßt werden zu können. 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 18, 1178. 


Über eine direkte und eine indirekte Diazoreaktion 
auf Bilirubin. 
Von 
A. A. Hymans v. d. Bergh und P. Muller. 


(Aus der medizinischen Klinik der Reichs-Universität in Groningen.) 
(Eingegangen am 12. Juli 1916.) 


Vor längerer Zeit hat Ehrlich nachgewiesen, daß gallen- 
farbstoffhaltiger Harn mit einer Diazoniumlösung eine eigen- 
artige Farbenreaktion gibt. Später hat dieser Forscher die 
genannte Reaktion weiter verfolgt, indem er eine chloroformige 
Bilirubinlösung mit seinem Diazoreagens versetzte und danach 
so viel Alkohol hinzufügte, um eine homogene Flüssigkeit zu 
erzielen; es tritt sofort ein Umschlag in Rot auf. Mit der 
Hinzufügung von Alkohol zur chloroformigen Bilirubinlösung 
bezweckte Ehrlich offenbar nur, eine Flüssigkeit zu schaffen, 
die sowohl Bilirubin wie Diazoreagens in Lösung zu erhalten 
fähig war. Soweit uns bekannt wurde, haben alle späteren 
Untersucher!) bei der Ausführung dieser Reaktion, immer alko- 
holische Lösungen verwendet: Wir selbst haben bei früheren 
Untersuchungen über den Gallenfarbstoff ebenfalls stets unseren 
Flüssigkeiten Alkohol zugesetzt, bis wir uns durch einen Zufall 
vor die Frage gestellt fanden, ob der Alkoholzusatz notwendig 
sei, und welche Rolle er bei der Kuppelung spiele. 

Wir wurden zu dieser Frage veranlaßt, indem wir eines 
Tages, bei der Bestimmung des Bilirubingehaltes menschlicher 
Galle, irrtümlicherweise den Alkohol hinzuzufügen unterließen, 
wobei wir zu unserem Erstaunen die Reaktion ebenso schnell 


1) Für Literatur bis 1898: P. Clemens, Arch. f. klin. Med. 1899, 
63. — Weiter Pröscher, Zeitschr. f. physiol. Chem. 29. — Orndorif 
und Teeple, Festschr. f. Salkowski, 1904. 
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und ebenso schön erscheinen sahen als mit Alkohol. Es war 
nun naheliegend, zu versuchen, ob eine mittels einer Spur 
Lauge angefertigte und danach mit Säure genau neutralisierte 
wäßrige Bilirubinlösung mit einer Diazoniumverbindung zu 
kuppeln fähig war. Das Resultat war negativ: Hinzufügung 
von Alkohol erwies sich unter diesen Umständen unbedingt 
notwendig. Die menschliche Galle hingegen gab immer ohne 
jeden Zusatz von Alkohol in jeder Verdünnung die Reaktion. 

Es hatte sich also ergeben, daß das Bilirubin das eine 
Mal — nämlich in der Galle — ohne Alkoholzusatz, das andere 
Mal — in wäßriger Lösung — nur in Gegenwart von Alkohol 
einen Azofarbstoff zu erzeugen imstande war. Wir nennen die 
erstere Reaktion (ohne Alkohol) eine direkte, die letztere eine 
indirekte Diazoreaktion. 

Um die Bedeutung des Alkohols für das Zustandekommen 
der Kuppelung zu erforschen, haben wir untersucht, ob auch 
andere Körper als der Äthylalkohol die Verbindung des Bili- 
rubins mit dem Diazoniumsalz darzustellen fähig sind. 

Außer dem Methyl- und dem Äthylalkohol erwiesen sich 
dazu die folgenden Substanzen geeignet: 

1. NaOH-Lösung. 

2. Glykocholsäure, Dehydrocholsäure, Cholsäure 
(über andere Cholsäurederivate verfügten wir nicht). 

3. Einige andere schwache Säuren, z. B. Zitronensäure. 

Bei allen unseren Untersuchungen verwendeten wir eine 
Natriumbilirubinatlösung, die durch Lösung chemisch reinen 
Bilirubins (bezogen von Schuchardt), in schwach alkalisches 
Wasser hergestellt, darauf durch Säure genau neutralisiert wurde. 

Wie gesagt, diese Bilirubinatlösung kuppelt mit der 
Diszoniumlösung nicht. 

Fügt man jedoch einige Tropfen einer ”/ o- NaOH- Lösung. 
darauf das Diazoreagens hinzu, so schlägt das Gelb der Flüssig- 
keit sofort in Rot um. Die paar Tropfen der ?/ „NaOH-Lösung 
sind selbstverständlich nicht imstande, die von dem stark sauren 
Diazoreagens herrührende saure Reaktion zu beeinflussen. 

Die gleiche Wirkung wie die ®/ „.NaOH-Lösung haben nicht 
zu stark verdünnte neutrale Lösungen der Na-Salze obiger 
Säuren. 
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Der auf diese Weise erhaltene Azofarbstoff hat in neu- 
traler, schwach saurer oder schwach alkalischer Lösung 
eine rote Farbe, die Š 

1. durch Hinzufügung eines Tropfens starker Lauge ins 
Gelb-Grünliche bis Grünlich-Blaue, je nach der Menge des be- 
nutzten Diazoreagens, 

2. durch Hinzufügung eines Tropfens starker Salzsäure 
ins Grünlich-Blaue bis Reinblaue 
übergeht. 

Weshalb gibt nun die Galle ohne jeden Zusatz die Diazo- 
reaktion? 

Folgende Möglichkeiten müssen in Betracht gezogen werden: 

1. Es wäre denkbar, daß nicht das Bilirubin, sondern eine 
ganz andere in der Galle enthaltene Substanz die Kuppelung 
veranlaßt. Das ist aber wegen zahlreicher Gründe äußerst 
unwahrscheinlich. Erstens sind bis jetzt keine Gallenbestand- 
teile bekannt, mit Ausnahme des Bilirubins, die in stark saurer 
Mitte mit Diazokörpern kuppeln. Überdies konnten wir nach- 
weisen, daß der bei unserer Reaktion gebildete Körper mit 
dem aus reinem Bilirubin in alkoholischer Lösung entstehenden 
Azobilirubin genau übereinstimmt. Versetzt man die aus Galle 
und Diazoreagens resultierende violett-rote Flüssigkeit mit 
starker Salzsäure oder mit starker Lauge, so erhält man die- 
selben Farbenumschläge wie mit einer Azobilirubin- Lösung. 
Bei spektroskopischer Betrachtung waren die Absorptionsbänder 
der aus Galle ohne Alkoholzusatz und der aus Bilirubin in 
alkoholischer Lösung erhaltenen Farbstoffe genau dieselben. 
In stark salzsaurer Flüssigkeit findet sich ein Absorptionsband 
bei 540 bis 610 uu, in stark alkalischer Lösung bei 550 bis 
630 uu. 

Wenn schließlich das Bilirubin der Galle, es sei durch 
Stehen an der Luft, es sei durch salpetrige Säure unter Bil- 
dung des grüngefärbten Biliverdins, oxydiert wird, verschwinden 
zu gleicher Zeit sowohl die „direkten“ wie die „indirekten“ Azo- 
reaktionen. 

2. Das verschiedene Benehmen des Bilirubins, je nachdem 
es sich in der Galle oder aber in wäßriger Lösung befindet, 
wäre am einfachsten zu erklären durch die Annahme, daß sich 
in der Galle neben dem Bilirubin eine oder mehrere andere, 
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die Kuppelung mit Diazokörpern fördernde Substanzen vor- 
finden. 

Diese Annahme führte dazu, zu untersuchen, welchem be- 
kannten Gallenbestandteile diese den Kuppelungsprozeß för- 
dernde Wirkung zuzuschreiben wäre. Erst dachten wir, die 
alkalische Reaktion der Galle sei Ursache der Erscheinung. 
Diese Erklärung erwies sich jedoch als unrichtig. 

Wenn man nämlich menschliche Galle mit so viel Wasser 
verdünnt, daß die Farbe nur noch schwachgelb erscheint und 
die alkalische Reaktion folglich keinen Einfluß mehr ausüben 
kann (z. B. bei einer Verdünnung von 1 Teil Galle mit 500 bis 
1000 Teilen Wasser), findet die Kuppelung noch genau so schnell 
statt wie mit unverdünnter Galle. 

Ebenso tritt die Kuppelung direkt ein, wenn man eine 
wäßrige Gallenlösung zuvor mit ?/ „Salzsäure neutralisiert hat. 

Später meinten wir, die Glykocholsäure der Galle sei der 
die Kuppelung fördernde Körper. Aber auch diese Annahme 
hat wenig Wahrscheinlichkeit. 

Denn zur Kuppelung mittels Glykocholats braucht man 
eine ziemlich bedeutende Menge dieses Salzes; Spuren genügen 
keineswegs. Dahingegen kann man, wie schon erwähnt, die 
Galle und damit selbstverständlich zu gleicher Zeit die in der- 
selben enthaltenen Glykocholate sehr stark verdünnen, und 
immer noch gibt sie die „direkte“ Reaktion. 

3. Eine dritte Möglichkeit wäre die, daß das in der Galle 
sich vorfindende Bilirubin eine ein wenig andere Zusammen- 
setzung hätte als das als chemisch reines benutzte Bilirubin. 

Das von uns benutzte Bilirubinpräparat wurde bezogen 
von Schuchardt und ist nach dem Küsterschen Verfahren 
angefertigt. Bei der Herstellung werden Gallensteine von 
Rindern zahlreichen Einwirkungen (u.a. Ausziehen mit siedenden 
Flüssigkeiten) unterzogen. Nun ist es durchaus nicht unwahr- 
scheinlich, daß das Bilirubin in den alten Gallenkonkrementen 
eine andere Zusammensetzung habe als die frisch sezernierte 
Verbindung. So fand Küster z. B., daß alte Bilirubinpräparate 
2 Atome Silber zu ersetzen imstande sind, frische Präparate 
aber 4 Atome Silber!). 


1) Küster, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1912, 82, 463. 
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Dazu kommt noch, daß, wie wir sofort sehen werden, die 
Erhitzung die Konstitution, oder jedenfalls die Fähigkeit mit 
Diazoniumverbindungen Farbstoffe zu erzeugen, ohne Zweifel 
beeinflußt. 

Hierbei haben wir folgendes zu überlegen: 

In allen für die Konstitution des Bilirubins vorgestellten 
Formeln denkt man sich das Molekül aus 4 tetrasubstituierten 
Pyrrolkernen zusammengesetzt. Bei den bekannten Pyrrolen 
hat man nun gefunden, und es wird diese Tatsache als wich- 
tiges Hilfsmittel zur Bestimmung der Konstitution verwendet, 
daß nur beim Bestehen einer freien, nicht substituierten CH- 
Gruppe (zumal eine freie «-CH-Gruppe) in einem Pyrrolkern 
die folgenden zwei Reaktionen auftreten: 

1. Bildung eines Azofarbstoffes mit einer Diazoniunı- 
lösung. | 

2. Bildung gefärbter Kondensationsprodukte mit Aldehyden 
(Formaldehyd, Dimethylamidobenzaldehyd). 

Bilirubin gibt eine Azoverbindung, sogar eine Diazover- 
bindung, und auch Farbenreaktionen mit den genannten Al- 
dehyden!). Man muß also zur Erklärung des Auftretens dieser 
Reaktionen des Bilirubins annehmen, entweder daß ein Sub- 
stituent verdrängt wird oder daß eine intramolekulare Atom- 
verschiebung stattfindet °). 

Den letzteren Fall kann man erklären entweder durch die 
Annahme, daß eine Atomverschiebung bei der Darstellung des 
Bilirubins aus den Gallensteinen vor sich gehe, derart, daß der 
auf diese Weise erhaltene Farbstoff die Reaktion nicht mehr 
gibt; oder umgekehrt, daß das zur Kuppelung nicht befähigte 
Bilirubinmolekül unter dem Einfluß anderer Gallenbestandteile 
einer molekularen Umänderung unterliegt, die es zur Kuppelung 
geeignet macht. 

Da, wie schon oben ausgeführt wurde, weder dem Alkali- 
gehalt der Galle, noch der Glykocholsäure, die den Kuppelungs- 
prozeß fördernde Wirkung zugeschrieben werden kann, haben 
wir den Einfluß der Temperatur untersucht. Es ergab sich 
dabei: 


1) Herzfeld, Ibid. 1912, 77, 280. — Küster, Ibid. 1914, 91, 58. 
®) Küster, Arch. der Pharm. 1915, 253, 477. 


Direkte und indirekte Diazoreaktion auf Bilirubin. 95 


a) Nach einer kurzdauernden Erhitzung einer wäßrigen 
Gallenlösung bleibt die direkte sowie die indirekte Reaktion 
erhalten. 

b) Nach 5 Minuten Kochen einer wäßrigen Gallenlösung 
ist die indirekte Reaktion (d. h. also unter Alkoholzusatz) noch 
positiv, die direkte Reaktion fällt aber negativ aus. 

In diesem Falle tritt aber auch die direkte Reaktion noch 
auf, wenn man das Röhrchen während längerer Zeit bei Labo- 
ratoriumstemperatur stehen läßt. 

c) Galle wurde mit Chloroform ausgeschüttelt, diese hier- 
auf auf dem Wasserbade eingedampft. Der Rückstand wurde 
in sehr stark verdünnte NaOH-Lösung aufgenommen, die Bili- 
rubinat-Lösung hiernach neutralisiert. Diese Lösung gibt die 
indirekte, aber nicht die direkte Reaktion. ` 

d) Galle wurde bis trocken eingedampft. Der Rückstand 
in sehr verdünnte NaOH-Lösung aufgenommen und diese 
neutralisiert. Die indirekte Reaktion ist positiv, die direkte 
negativ. 

e) Galle wurde mit Chloroform ausgeschüttelt, dieser in 
vacuo bei Laboratoriumstemperatur eingedampft. Der Rück- 
stand wurde in sehr verdünnte NaOH-Lösung aufgenommen, 
diese hierauf neutralisiert. Diese Lösung gibt sowohl die direkte 
als die indirekte Reaktion. 

Hiermit ist der Einfluß der Temperatur auf den Kuppelungs- 
prozeß mit Bestimmtheit nachgewiesen. 

Vergebens haben wir uns bemüht, aus der Galle die- 
jenigen Substanzen auszuziehen, die den Kuppelungsprozeß 
fördern könnten. 

a) Galle wurde mit Chloroform ausgeschüttelt. Dem Bili- 
rubin haltenden Chloroform wurde mittels verdünnter NaOH- 
Lösung der Gallenfarbstoff vollkommen entzogen. Das farblose 
Chloroform wurde eingedampft. Ein Teil des Rückstandes 
wurde in Wasser gelöst und einer neutralen Lösung von Bili- 
rubinat hinzugefügt. Direkte Reaktion negativ. 

b) In einem anderen Teil des unter a erwähnten Chloro- 
forms wurde Bilirubin gelöst, hierauf wurde dieses Chloro- 
form mit der Diazoniumlösung geschüttelt. Direkte Reaktion 
negativ. 

c) Galle wurde mit Äther ausgezogen, der Äther in vacuo 
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verdampft. Der Rückstand in Wasser aufgenommen und einer 
neutralisierten Bilirubinatlösung zugesetzt. 

Direkte Reaktion negativ. - 

Es ist uns also nicht gelungen, durch Ausziehen mit 
Chloroform oder Äther der Galle eine den Kuppelungsprozeß 
fördernde Substanz zu entziehen. 

Zusammenfassung der bis jetzt erwähnten Versuche: 

A. Eine Bilirubinatlösung gibt mit einer Diazonium- 
Lösung einen Azofarbstoff unter folgenden Bedingungen: 

1. Gegenwart von Methyl- oder Äthylalkohol, 

2. Gegenwart von den Salzen einiger schwacher Säuren 
(z. B. Cholsäure und ihrer Derivate), 

3. Zusatz einer Spur Alkali zur Bilirubinat- Lösung. 

B. Die mit Wasser verdünnte Galle gibt direkt einen 
Azofarbstoff bei Zusatz einer Diazoniumlösung. Sie kann diesc 
Eigenschaft durch Erhitzung ganz oder zum Teil verlieren. 


Die Frage, ob der leichte Ikterus, der sich bei verschie- 
denen hämolysierenden Prozessen — bei der perniziösen Anämie, 
dem hämolytischen Ikterus, bisweilen bei gewissen Infektions- 
krankheiten — vorfindet, mit dem gewöhnlichen, mechanischen 
Stauungs- oder Obstruktionsikterus identisch oder von diesem 
prinzipiell verschieden sei, ist immer noch nicht gelöst. In 
früheren Mitteilungen haben wir auf die Wichtigkeit, auch in 
quantitativer Beziehung, und auf die allgemeine Bedeutung der 
anbepatischen Bilirubinbildung hingewiesen. Wir haben gezeigt, 
daß sich in hämorrhagischen Ergüssen große Mengen Gallen- 
farbstoff lokal aus dem Hämoglobin bilden, und in einigen 
Fällen von perniziöser Anämie, sowie bei der experimentellen 
Phenylhydrazinvergiftung der Hunde haben wir eine lokale, 
sei es geringe, Bilirubinbildung in der Milz nachgewiesen. 

Auch haben wir betont, daß der physiologisch hohe Bili- 
rubingehalt des Blutserums der Pferde kaum ungezwungen durch 
eine mechanische Stauung zu erklären sei. 

Nach den im vorigen Teile dieser Abhandlung erwähnten 
Ergebnissen war es naheliegend, zu untersuchen, ob ein ver- 
schiedenes Verhalten des Blutserum-Bilirubins beim echten 
Stauungsikterus einerseits, andererseits bei den hämolytischen 
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Anämien, den hämorrhagischen Ergüssen, sowie beim normalen 
Pferde, nachweisbar sei. 

Die von uns erhaltenen Resultate sind unzweideutig: 

1. Serum beim Stauungsikterus. 

In allen Fällen von echtem Stauungsikterus, unabhängig 
von der Ursache der Stauung sowie von dem Grade des Ikterus, 
sobald die Haut oder die Schleimhäute eine gelbe Farbe zeigen 
und Gallenpigmente durch die gewöhnlichen Reaktionen im 
Harn nachgewiesen werden können, findet man die direkte 
Diazoreaktion im Blutserum positiv. Unter positiver Reaktion 
verstehen wir, daß 1 Teil des Serums mit 1 oder 2 (oder mehr) 
Teilen destill. Wasser verdünnt und mit !/, Volumen der Dia- 
zoniumlösung Ehrlichs zusammengebracht, sofort (in einigen 
bis höchstens 30 Sekunden) einen schönen und maximalen Um- 
schlag ins Rot ergeben. 

2. Serum bei hämolytischen Zuständen. 

In diesen Fällen fanden wir ein ganz verschiedenes Ver- 
halten. Fügt man die Diazoniumlösung zu dem mit 1 oder 
2 Teilen destill. Wasser verdünnten Serum, so tritt entweder 
gar keine Reaktion ein (selten), oder (gewöhnlich) es findet zwar 
eine Reaktion statt, diese setzt aber erst nach einiger Zeit, 
2 oder 3 oder 4 Minuten oder noch später, ein und erreicht 
nur allmählich oder sogar überhaupt nicht (im Vergleich zur 
Reaktion mit Alkoholzusatz) die maximale Intensität. Wenn 
auch der Unterschied im Verhalten beider Serumarten sich 
hauptsächlich auf den zeitlichen Ablauf bezieht, ist dieser so 
unzweideutig, daß das verschiedene Verhalten beider Sera nicht 
zu verkennen ist. 

Es ist zweckmäßig, die untersuchten Flüssigkeiten einzein 
zu besprechen: 

a) Pferdeserum. 

Mit zahlreichen aus dem Schlachthaus bezogenen Pferde- 
sera erhielten wir nur einmal eine direkte Reaktion. In allen 
anderen Fällen war dieselbe negativ. 

b) Serum von Patienten mit perniziöser Anämie. 
Das Serum enthält im hämolytischen Stadium immer mehr 
Bilirubin als normales Serum. Hierbei fanden wir niemals eine 
direkte Reaktion. 


c) Serum von einem Patienten mit paroxysmaler 
Biochemische Zeitschrift Band 77. 7 
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Hämoglobinurie. Dieses Serum enthält viel Bilirubin. Die 
direkte Reaktion ist absolut negativ. 

d) Punktionsflüssigkeiten aus blutigen Exsudaten. 

Die blutigen Ergüsse sind am geeignetsten zum Studium 
der Eigenschaften des anhepatisch gebildeten Bilirubins, weil 
die lokale Entstehung des Gallenfarbstoffes in diesen Fällen - 
unzweifelhaft feststeht. Leider enthalten solche Flüssigkeiten 
häufig gelöstes Hämoglobin, dessen rote Farbe die Anstellung 
der Diazoreaktion aussichtslos erscheinen läßt. Einige Male 
begegnet man jedoch Punktaten, die vollständig oder nahezu 
vollständig hämoglobinfrei sind und deren gelbe oder gelb- 
braune Farbe von lokal gebildetem Bilirubin, manchmal auch 
noch von Hämatin, herrührt. In diesen Fällen ergab die direkte 
Diazoreaktion niemals ein positives Resultat. 

e) Besondere Aufmerksamkeit erfordert das Blutserum von 
Patienten mit Leberstauung infolge ungenügender Herzwirkung. 
Bei Herzmuskelinsuffizienz, gleichgültig durch welche primäre 
Erkrankung (Klappenfehler, Emphysem, Schrumpfniere usw.) 
herbeigeführt, findet sich gewöhnlich ein erhöhter Bilirubin- 
gehalt des Blutserums'). Die Haut solcher Patienten zeigt ein 
gelbliches Kolorit (häufig mit einer cyanotischen Farbe vermischt), 
der Harn enthält Urobilin, jedoch keinen mit den gewöhnlichen 
Reaktionen (Huppert-Salkowski) nachweisbaren Gallenfarb- 
stoff. Tritt eine Besserung in der Herzarbeit ein, so wird die 
Hautfarbe wieder normal, das Urobilin verschwindet aus dem 
Urin, der Bilirubingehalt des Blutserums geht herunter. Ver- 
schlimmert sich jedoch der Zustand des Herzens, so nimmt die 
Intensität aller dieser Erscheinungen zu; es tritt jetzt gewöhn- 
lich ein deutlicher Hautikterus ein, mit Hinübertreten von 
Bilirubin in den Harn. Man kann also in gewissem Sinne zwei 
Stadien der Leberstauung unterscheiden, ein Anfangsstadium 
mit relativ wenig intensivem Ikterus ohne Bilirubinurie (acho- 
lurischer Ikterus), und ein zweites Stadium mit intensiverem 
Ikterus und mit Bilirubinurie. 

Bei der Untersuchung des Blutserums solcher Patienten 
fanden wir nun regelmäßig im ersten Stadium die direkte Re- 





1) In zwei Fällen von Kompensationsstörung bei Schrumpfniere 
vermißten wir eine Steigerung des Bilirubinwertes im Blutserum. 


Direkte und indirekte Diazoreaktion auf Bilirubin. 09 


aktion negativ, im zweiten Stadium (d. h. also bei Verschlim- 
merung der Herzinsuffizienz) positiv. 

Wir waren in der Lage, ein paarmal die Leber und die 
Gallengänge von Patienten, die an Herzschwäche mit ausge- 
sprochenem Ikterus und Bilirubinurie gestorben waren, zu 
untersuchen. Dabei fanden wir die Gallengänge durchgängig, 
die Galle selbst aber war zu einer dicken, zähen, wenig flüs- 
sigen und dunkelgefärbten Masse geworden. Man ist gewohnt, 
diesen Zustand Pleiochromie zu nennen, indem man den Reich- 
tum an Farbstoff solcher Galle zum Ausdruck bringen will. 
Diese Benennung scheint uns aber nicht glücklich gewählt. 
Denn es ist nicht der Reichtum an Gallenfarbstoff, der die 
Galle zähe macht; wird doch durch einen hohen Bilirubingehalt 
die Viscosität einer Lösung kaum vermehrt. Vielmehr ist es 
die Wasserarmut, die die viel Schleim enthaltende Flüssigkeit 
zähe und klebrig macht. Es ist nicht” zu vergessen, daß die 
Leberzellen ebenso wie jede andere Drüse, außer spezifischer 
Bestandteile, auch Wasser auszuscheiden zur Aufgabe haben. 
Beim Daniederliegen der Herzarbeit und daraus folgender Kreis- 
laufstauung muß, ebensowohl wie das für den Urin zutrifft, 
auch mit der Galle weniger Wasser wie in gesundem Zustande 
ausgeschieden werden. Folglich steigt die Viscosität; die Galle 
kann nicht genügend schnell durch die Gallengänge hindurch- 
fließen, und es tritt eine mechanische Gallenstauung ein, viel- 
leicht mit Bildung von Gallenthrombi im Sinne Eppingers. 
Jedenfalls resultiert ein echter, mechanischer Stauungsikterus, 
und es ist mit unseren Erfahrungen beim Ikterus durch Ver- 
legung der Gänge aus anderen Ursachen in vollkommenem 
Einklang, daß wir in diesem Stadium der Kreislauf- 
störung die direkte Diazoreaktion im Serum positiv 
finden. 

Die Gelbsucht im ersten Stadium durch Herzinsuffizienz 
dürfte ganz anders zu erklären sein. Es ist eine allgemeine 
Regel, daß die spezifischen Drüsenelemente bei Stauung durch 
Kreislaufstörung beeinträchtigt werden. So z. B. büßen bei 
Herzschwäche die Nierenepithelien ihre Fähigkeit, das Blut- 
eiweißB zurückzuhalten, teilweise ein. Wir denken uns, daß 
bei Zirkulationsschwäche auch die Leberzellen ihre Aufgabe, 
die ihnen zuströmende, innerhalb oder außerhalb der Leber 
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gebildete Galle auszuscheiden, weniger vollkommen zu erfüllen 
vermögen. Vielleicht kommt noch dazu, daß bei Stauung durch 
Herzschwäche mehr rote Blutkörperchen zerstört werden und 
infolgedessen eine größere Menge Bilirubin gebildet wird als 
normal; der Bilirubinspiegel des Blutes wird also steigen. 

f) Als Gegenstück zu diesem Zustande haben wir bei einigen 
Patienten im ersten Beginn eines Gallensteinanfalles einen er- 
höhten Bilirubingehalt des Blutserums angetroffen, mit negativer 
direkter Reaktion. Im Lichte obiger Ausführungen ist diese 
Beobachtung leicht zu erklären. Wir betrachten die Vermeh- 
rung des Serumbilirubins im ersten Anfange des Gallenstein- 
anfalles nicht als die Folge einer Resorption in den Gallen- 
gängen, sondern als den Ausdruck einer durch den Anfall aus- 
gelösten Funktionsstörung der Leberzellen. Im weiteren Verlauf 
des Anfalles nimmt die Bilirubinämie bald zu, und die Reaktion 
wird positiv. 5 

Schließlich haben wir uns gefragt, was die Ursache des 
verschiedenen Verhaltens der zwei Reihen von Sera sei, jener 
mit positiver und solcher mit negativer direkter Reaktion. Wir 
wollen wieder verschiedene Möglichkeiten in Betracht ziehen. 

1. Häufig enthält das Stauungsikterus-Serum mehr Bili- 
rubin als dasjenige der in die zweite Gruppe gehörenden 
Patienten. Man könnte also meinen, daß die Menge des im 
Serum enthaltenen Bilirubins das Zustandekommen der Reaktion 
beeinflusse, und zwar so, daß die Reaktion stattfindet bei Gegen- 
wart einer größeren Menge Bilirubin und ausbleibe bei wenig 
Bilirubin. Es ist nicht schwer, diese Annahme zu widerlegen. 
Denn erstens kann man, wie schon früher erwähnt, das Ikterus- 
serum so stark mit Wasser verdünnen, daß die Farbe nur 
noch ganz schwach gelb ist, und noch immer tritt die direkte 
Reaktion schnell und schön ein. 

Zweitens aber waren wir häufig in der Lage, Sera von 
Pferden zu untersuchen, von Patienten mit Herzschwäche, von 
einem Patienten mit paroxysmaler Hämoglobinurie, mit höherem 
Bilirubingehalt als das Serum zu gleicher Zeit untersuchter 
Fälle von mechanischem Stauungsikterus. 
=~ Ausnahmslos gab das Stauungsikterus-Serum mit niedrigem 
Bilirubinwert eine direkte Reaktion; im hämolytischen Ikterus- . 
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serum mit höherem Gallenfarbstoffgehalt war. die Reaktion 
negativ. 

In folgender Tabelle geben wir einige Beispiele: 

Die Bestimmung der Bilirubinwerte geschah durch Ver- 
gleichung mit einer Bilirubinlösung von 1:200000. Die Zahlen 
weisen also aus, wievielmal eine Flüssigkeit mehr Bilirubin 
enthält als 1: 200000. 

Ein Serum mit dem Wert 0,5 enthält also 1:400000 
Bilirubin. Ein Serum mit dem Wert 2 enthält 1: 100000. 
Eine Flüssigkeit mit dem Wert 9,8 enthält etwa 1:20000 usw. 


Sera von Patienten mit normalem oder niedrigem 


Bilirubinwerte. 
Biliru- Direkte Biliru- Direkte 
Krankheit un Diazo- Krankheit binwert Diazo- 
es reak- des reak- 
Serums tion Serums tion 
Diabetes. ..... 0,25 — Lungenemphysem 
ohne Kreislaufstörung 0,27 — 
Ulcus ventriculi. . . 0,5 - e : 0,36 — 
Lungeninfiltrat . . . 0,45 —— x $ 0,21 _- 
Arteriosklerose . . . 0,52 — Klimakterische Be- 
schwerde . . . .. . 0,37 -— 
Nierenschrumpfung . 0,3 — Purpura ......085 — 
Ncuralgie ..... 0,2 —  Geheilte Pneumonie . 0,17 - 


Sera von Patienten mit hohem Bilirubinwerte. 
Gallensteine nach dem 


Perniziüse Anämie . 1,5 — Anfalle . ......56 + 

e 1,1 — Katarrhalischer Ikterus 1,0 + 

5 a 1,5 — s „90 + 

Leberzirrhose . . . . 10 + 

Punktionsflüssigkeiten und Pferdeserun. 

4ämatokele . . . . 13,3 — Pferdeserum ..... 0,6 
Pericarditis hämor- 

rhagica . ..... 2,6 — = &,0 --- 

Pleuritis hämor- 

rhagica!) . . . . sebr hoch -- = 5,8 z 
Traumatischer Hämo- 

pneumothorax’). . . 9,8 — & 2,6 — 

iv) peN 

2 1,4 — 


', Man hat versäumt, die Zahl im Protokoll aufzuzeichnen. 
=) Der Bilirubinwert des Blutserums dieses Patienten betrug 0,73. 
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2. Man könnte meinen, das Bilirubin in der zweiten Gruppe 
wäre an andere Körper (Eiweißstoffe, Lipoide usw.) ge- 
bunden, und es sei für das Zustandekommen der Kuppelung 
notwendig, daß diese Verbindung vorher gelöst werde. Beim 
Stauungsikterus würde nach dieser Auffassung das Bilirubin 
sofort in freiem Zustande ausgeschieden werden. In gutem 
Einklang mit dieser Annahme wäre die Tatsache, daß bei der 
negativen direkten Reaktion, gewöhnlich doch nach einiger Zeit 
eine Rotfärbung erfolgt. Durch die Einwirkung des Reagens 
würde also zuerst die Bilirubinverbindung gesprengt werden, 
und erst jetzt könnte die Kuppelung mit dem Diazokörper 
stattfinden. Es ist möglich, die Richtigkeit dieser Annahme 
zu prufen. 

"Ein Serum, das eine direkte Reaktion erst nach 5 oder 
10 Minuten gab, wurde je mit a) Salzsäure, b) Sulfanilsäure, 
c) einem Gemisch beider Säuren, d) mit Salzsäure und Natrium- 
nitrit, e) Sulfanilsäure und Natriumnitrit versetzt. Nachdem 
diese Gemische 15 bis 30 Minuten gestanden hatten, wurde die 
Diazoreaktion angestellt. Sie fiel stets negativ aus. 

3. Es wäre möglich, daß sich im Serum der Patienten der 
Gruppe 2 hemmende Stoffe vorfänden, die die Reaktion z. B. 
durch Verankerung des Diazoniumkörpers verhinderten. 

Auch Weiß und Scoholm!) beobachteten bei ihren Unter- 
suchungen über die Wirkung von Diazoverbindungen auf Hi- 
stidine solche Hemmungen. 

Wenn wir jedoch bei negativ reagierenden Sera eine 
größere Menge Reagens benutzten, erhielten wir keinen posi- 
tiven Ausschlag. 

4. Am wahrscheinlichsten erscheint uns endlich die An- 
nahme, daß dieselben Faktoren (Substanzen), die in der Galle 
das Zustandekommen einer direkten Reaktion ermöglichen oder 
fördern, die gleiche Wirkung im Serum beim Stauungsikterus 
entfalten, und daß diese Stoffe in den anderen Sera fehlen 
oder in sehr kleiner, zur Reaktion ungenügender Menge ent- 
halten sind. 

Es besteht zwar ein wichtiger Unterschied zwischen dem 
chemisch reinen Bilirubin und dem in jenen Sera enthaltenen 


1) Diese Zeitschr. 58, 119, 1914. 
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Gallenfarbstoffe: reines Bilirubin gibt überhaupt keine direkte 
Reaktion, das Serum-Bilirubin gibt eine verspätete Reaktion. 

Ob dieser Unterschied auf die Gegenwart kleinster Mengen 
der hypothetischen, die Kuppelung fördernden Substanzen 
zurückgeführt werden darf, haben wir nicht entscheiden können. 

Es sei hier an die früher erwähnte Tatsache erinnert, daß 
eine kurzdauernde Erhitzung der Galle eine verspätete und 
unvollständige Reaktion erzeugt. 

Jedenfalls haben wir in der direkten Reaktion ein Ver- 
fahren gefunden, das uns befähigt, das in den Gallenwegen 
resorbierte Bilirubin von dem anhepatogen gebildeten bzw. dem 
infolge funktioneller Schädigung der Leberzellen im Blutserum 
kreisenden zu unterscheiden. 


Über die Identität oder Verschiedenheit gleichwirkender 
hämolytischer Antigene in einigen durch Verwandtschafts- 
reaktionen verbundenen Blutarten. 


Von 


J. ForBman. 
(Aus dem pathologischen Institut der Universität Lund, Schweden.) 
(Eingegangen am 16. Juli 1916.) 


Die vom sowohl theoretischen wie praktischen Gesichts- 
punkte bedeutungsvollste Eigenschaft der Immunsera ist ihre 
Spezifizität. 

Im Anfange der Serumforschung wurde sie bekanntlich 
als eine absolute aufgefaßt, später aber fand man, daß sie nur 
von quantitativer, relativer Art war. 

Beispiele, die diese Relativität der Serumspezifizität be- 
weisen, sind leicht anzuführen; ich möchte indessen nur ein 
einziges Beispiel dafür hier geben, ein Beispiel, das uns spä- 
ter beschäftigen wird, nämlich die Spezifizitätsverhältnisse der- 
jenigen hammelhämolytischen Sera, die durch Hammelblut- 
injektionen erhalten werden. Solche Sera hämolysieren ja nicht 
nur Hammelblut, sondern auch Ziegen- und am öftesten auch 
Ochsenblut, sind also nicht absolut spezifisch dem Hammelblut 
gegenüber, aber da sie Hammelblut stärker als die anderen 
Blutarten hämolysieren, liegt doch eine relative, quantitative 
Spezifizität vor. Will man dieselbe Sache anders ausdrücken, 
so kann man auch sagen, daß diese Sera Hammel-, Ziegen- und 
am Öftesten auch Ochsenhämolysine enthalten, die erstgenann- 
ten in Menge den anderen Hämolysinen überlegen. 

Ganz dieselben Hämolysine erhält man aber auch durch 
Injektionen von anderen Blutarten, nämlich von Ziegen- und 
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Ochsenblut, und die Verschiedenheit zwischen den hämolytischen 
Sera in diesen drei Fällen besteht nur darin, daß nach Hammel- 
blutinjektionen, wie schon gesagt, die Hammelhämolysine, nach 
Ziegenblut die Ziegenbluthämolysine und nach Ochsenblut die 
Ochsenhämolysine über die anderen in demselben Serum be- 
findlichen Hämolysine überwiegen (Ausnahmen von dieser Regel 
sind doch bekannt). | 

Wenn man demnach nicht von einer absoluten Spezifizität 
der Immunsera reden kann, so behauptet man dagegen, daß 
eine solche Spezifizität den in den Immunsera befindlichen 
verschiedenen Antikörpern ihren entsprechenden 
Receptoren gegenüber oder —- zufolge der Theorie von 
der Identität der Receptoren und Antigene — ihren ent- 
sprechenden Äntigenen-Receptoren gegenüber zukomme. 
Und das Vorkommen dieser Spezifizität hat man durch die be- 
kannten elektiven Bindungsversuche zu erhärten versucht. 

Da nun eine solche absolute Spezifizität zwischen Antigenen- 
Receptoren einerseits, ihren entsprechenden Antikörpern anderer- 
seits angenommen wird, folgt, daß, wenn dieselben Antikörper 
durch Injektionen verschiedener Substanzen — z.B. Hammel- 
hämolysin durch Injektion von sowohl Hammelblut wie von 
Ziegen- und Ochsenblut — hervorgerufen werden, dies nur so 
erklärt werden kann, daß diese Substanzen — hier Blutarten — 
ganz identische oder, wie die Anhänger der Ehrlichschen 
Theorie sagen, „gemeinsame“ Antigene-Receptoren enthalten. 

Eine solche Antigen-Receptor-Gemeinschaft scheint auch 
in den oben gewählten Beispielen, wo es sich um einander sehr 
nahestehende Tierspezies handelt, bei denen man ja Überein- 
stimmung in bezug auf viele intime Eigenschaften voraussetzen 
nıuß, sehr plausibel. 

Ähnliche Beobachtungen, die in dieser Weise als Antigen- 
Receptor-Gemeinschaft aufgefaßt werden, kommen ja in großer 
Menge in der Immunitätswissenschaft vor, und da sie eben bei 
verwandten Tieren, ganz so wie in unseren Beispielen, gefun- 
den worden sind, haben sie die Benennung Verwandtschafts- 
reaktionen bekommen. 

Ganz speziell sind diese Verwandtschaftsreaktionen bei den 
präcipitierenden Sera studiert worden. Die dabei erzielten Er- 
gebnisse zeigen, daß bei Anwendung von hochwertigen präci- 
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pitierenden Sera Verwandtschaftsreaktionen in großer Ausdeh- 
nung zu erhalten sind. Um ein Beispiel zu nehmen: Mit einem 
kräftigen Anti-Menschenserum geben alle möglichen Säugetier- 
sera ein, allerdings quantitativ wechselndes Präcipitat („Mam- 
malian reaction“ Nuttall?!) In bezug auf die quantitativen 
Verhältnisse gilt die Regel, daß je näher die Tiere dem 
homologen Tiere (hier dem Menschen) stehen, desto stärker ist 
die Verwandtschaftsreaktion und umgekehrt; keine großen 
Sprünge treten also hierbei auf, alles bildet der Ver- 
wandtschaft entsprechend ein langsames Crescendo 
bzw. Diminuendo. 

Bei anderen Antisera sind nun allerdings die Verwandtschafts- 
reaktionen keineswegs ebenso stark ausgesprochen, wie bei den 
präcipitierenden; aber was hierüber bei jenen Sera bekannt ist, 
stimmt doch mit dem oben betrefis dieser Sera Gesagten voll- 
ständig überein. 

Unter solchen Umständen schien es höchst auffallend, daß 
mehrere Forscher von Verwandtschaftsreaktionen zwischen Ham- 
meln, Meerschweinchen, Pferden, Katzen, Hühnern, Schildkröten 
usw. unter Überspringen von zwischenstehenden Arten reden 
konnten. Dazu hat das Verhalten derjenigen hammelhämo- 
tischen Sera Veranlassung gegeben, die durch Injektionen bei 
Kaninchen von Organen der oben aufgezählten Tiere erhalten 
wurden. Diese Hammelhämolysine werden ja nämlich sowohl 
von Hammelblutkörperchen wie von den genannten Organen 
spezifisch gebunden, und es war eben diese Bindung, die als 
Verwandtschaftsreaktion gedeutet wurde. Dabei wurde aber 
ganz übersehen, daß eine solche Bezeichnung hier vollständig 
sozusagen mit der Idee der Verwandtschaftereaktionen im Wider- 
spruch steht. Denn es muß doch jedem offenbar sein, daß die 
Verwandtschaft in diesem Falle keine Rolle spielt, wo es sich 
um Tiere handelt, die in der Tierreihe weit voneinander stehen 
und wo die zwischenstehenden, ihnen nahe verwandten Arten 
die Reaktion gar nicht geben. 

Schon in meiner ersten Arbeit?) über die durch Meer- 
schweinchenorganinjektionen erhaltenen hammelhämolytischen 


m - 


1) Nuttall, Brit. Med. Journ. 1, 826, 1902. 
2) Forßman, diese Zeitschr. 87, 111. 
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Sera habe ich aus den oben angeführten Gründen davon Ab- 
stand genummen, diese Reaktionen als Verwandtschaftsreaktionen 
aufzufassen, und später hat auch Friedberger dieselbe Mei- 
nung geäußert. Trotzdem halten noch mehrere Forscher an 
der entgegengesetzten Auffassung fest, und hiervon ausgehend 
haben sie sich auch bemüht, die Identität der Hammelhämolpysin- 
Receptoren-Antigene in Hammelblut und Meerschweinchen- oder 
Pferdeorganen aufzuweisen. Dabei gaben Doerr und Pick!) 
an, gefunden zu haben, daß sowohl die hammelhämolytischen 
Receptoren der Pferdenieren wie auch ein Teil der entsprechen- 
den Receptoren der Hammelblutkörperchen koktostabil waren, 
und Sachs und Nathan’) sahen, daß gekochtes Hammelblut 
auch in der Beziehung mit Meerschweinchen- (oder Pferde-) 
nieren übereinstimmte, daß es nach Injektion kein Ochsen- 
hämolysin, sondern nur Hammel- und Ziegenhämolysin zu er- 
zeugen vermochte. Mit diesen Befunden glaubte man Beweise 
für die Identität (Gemeinsamkeit) der undiskutierten Receptoren- 
Antigene geliefert zu haben und damit auch für die Auffassung 
der Bindung als Verwandtschaftsreaktionen. 

Gegen diese Beweisführung wurden aber gleich Einwände 
erhoben. Schon in meiner oben zitierten Abhandlung hatte: ich 
erwiesen, daß Injektionen von Meerschweinchenorganen bei 
Meerschweinchen keine Bildung von Hammelhämolysinen ` zur 
Folge hatten, was später von allen Seiten bestätigt worden ist; 
und da nun Weil’), Friedberger-Schiff‘), Schiff’) und 
Forßman-Fex°) zeigen konnten, daß gekochtes Hammelblut 
dagegen auch bei Meerschweinchen ausgiebige Hammelhämolysin- 
produktion erzeugte, so war damit bewiesen, daß die hammel- 
hämolytischen Receptoren-Antigene in gekochtem Hammelblut 
und in Meerschweinchen-(Pferde-)organen trotz ihrer über- 
einstimmenden Bindungsverhältnisse dem Hammel- 
hämolysin gegenüber nicht identisch, sondern ver- 
schieden waren. 


1) Doerr und Pick, diese Zeitschr. 50, 154 bis 156. 

?) Sachs und Nathan, Zeitschr. f. Imm.-Forschg. 19. 

3) E. Weil, diese Zeitschr. 58. 

t) Friedberger und Schiff, Berl. klin. Wochenschr. 1913, 2328. 
5) Schiff, Zeitschr. f. Imm.-Forschg. 19. 

e, ForBman und Fex, diese Zeitschr. 61. 
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Wir sehen also, wie spezifische Bindung eines Antikörpers 
(hier eines Hammelhämolysins) an beweislich verschiedenen 
Receptoren-Antigenen vorkommen kann, und hieraus 
geht hervor, erstens, daß die spezifische Bindung 
eines Antikörpers an mehrere verschiedene Körper, 
z. B. Zellarten, nicht als sicherer Beweis für die Iden- 
tität der dabei wirksamen Receptoren gelten kann 
und zweitens, daß der Bindung allein, deren Wesen wir 
ja gar nicht kennen, keine solche Bedeutung für die 
Aufstellung vonVerwandtschaftsreaktionen zugemessen 
werden darf, wie man es im allgemeinen tut, sondern daß 
hierfür auch andere Umstände berücksichtigt werden 
müssen. 

Nach diesen Feststellungen war es naheliegend, noch weiter 
zu gehen und zu fragen: beruhen denn diejenigen Verwandt- 
schaftsreaktionen, die von allen Seiten wirklich als 
solche anerkannt werden und als deren Beispiele wir die 
Bindung zwischen Hammelhämolysin einerseits und Hammel-, 
Ziegen- und Ochsenblut andererseits anführten, auf Vorhan- 
densein von identischen Receptoren oder sind mög- 
licherweise auch diese Receptoren voneinander ver- 
schieden? 

Einen Beitrag zur Diskussion dieser bedeutungsvollen Frage 
werde ich im Folgenden geben. 

Beim Ausführen der hierfür nötigen Untersuchungen habe 
ich mich betreffs der Identität der Receptoren und Antigene 
auf den Ehrlichschen Standpunkt versetzt, demgemäß ja 
Receptor und Antigen nur verschiedene Namen, verschiedene 
Seiten derselben Sache, derselben Seitenkette sind. Es ist 
demnach ganz gleichgültig, ob man die Receptorfunktion oder 
die Antigenfunktion einer Substanz prüft, denn was betreifs 
des Receptors gefunden worden ist, gilt auch für das Antigen, 
und umgekehrt. Ich habe hierbei vorgezogen, die antigenen 
anstatt der bindenden Eigenschaften zu prüfen, und dies, trotz- 
dem es vielleicht einfacher wäre, das Vorkommen der bindenden 
(Receptoren) Eigenschaften festzustellen; aber aus eigener 
Erfahrung weiß ich, wie schwierig es manchmal sein kann, 
unter Forschern Einigung über bindende Eigenschaften zu be- 
wirken, während über das Vorkommen oder Nichtvorkom 
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men antigener Eigenschaften bei Körpern kaum gestritten 
worden ist. 

Die unmittelbare Anregung zu der folgenden Untersuchung 
gab mir die schon erwähnte Mitteilung von Sachs und Nathan, 
daß Hammelblut durch Kochen seine Eigenschaft, Ochsenhämo- 
lysin als Nebenhämolysin bei Injektion hervorzurufen, verliert, 
“oder mit anderen Worten, daß das ochsenhämolytische 
Antigen in Hammelblut durch diese Behandlung aufgehoben 
wird. | 

Dies war mir sehr bemerkenswert im Vergleich mit dem, 
was Bang und ich!) in einer Arbeit aus dem Jahre 1906 ge- 
funden hatten, daß nämlich das Kochen keine Einwirkung auf 
das in Ochsenblut befindliche ochsenhämolytische 
Antigen ausübte Es ist allerdings wahr, daß Sachs und 
Nathan längere Zeit (eine Stunde) die zuerst wasserhämoly- 
sierten Blutkörperchen kochten, während Bang und ich die 
Blutkörperchen oder die Stromata nur 3 Minuten kochten. 
Man könnte deshalb vermuten, daß auch wir beim Ochsenblut 
dasselbe Ergebnis wie Sachs und Nathan beim Hammelblut 
erhalten hätten, wenn wir nur ebensolange kochen würden. 
Ein Durchprüfen dieser Verhältnisse schien mir angezeigt, 
nicht nur um zu sehen, wie sich die ochsenhämolytischen 
Antigene in Ochsen- und Hammelblut in Parallelversuchen 
verhielten, sondern auch, wie schon angedeutet ist, wegen 
der Möglichkeit, hierdurch neue Gesichtspunkte in bezug auf 
die oben diskutierten Verwandtschaftsreaktionen zu erhalten. 
Hammel- und Ochsenblut enthalten ja aber nicht nur Antigen 
für Hammel- und Ochsenhämolysin, sondern auch ziegenhämo- 
lytisches Antigen, und da diese drei Blutarten unter sich durch 
Verwandtschaftsreaktionen verbunden sind, war es selbstver- 
ständlich, daß ich meine Untersuchung dahin erweiterte, daß 
sie alle in diesen Blutarten befindlichen hämolytischen Antigene 
umfassen würde. 

Die Immunisierungsversuche sind alle bei Kaninchen ausgeführt. 
Jeder, der mit Hämolysindarstellung in größerem Maßstabe gearbeitet 


hat, weiß, wie große quantitative Verschiedenheiten in bezug auf 
Hämolysinproduktion verschiedene Exemplare einer Tierart darbieten; 

1) Bang und Forßman: Unters. über Hämolysinbildung. Bei- 
träge z. chem. Physiol. u. Pathol. 8. 
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aber man sieht auch qualitative Unterschiede auftreten. So findet 
man z. B. dann und wann Kaninchen, die nach Hammelblutinjektionen 
allerdings Hammel- und Ziegenhämolysin, aber kein oder beinahe kein 
Ochsenhämolysin produzieren. Ähnliche Unregelmäßigkeiten kommen 
vielleicht vor in noch nicht geahnter Ausbreitung, denn systematische 
Untersuchungen über die Entwickelung von Nebenhämolysin sind meines 
Wissens noch nicht ausgeführt. Um nun nicht durch solche Unregel- 
mäßigkeiten irregeführt zu werden, habe ich immer, wie aus den’ 
folgenden Ergebnissen übrigens hervorgeht, mehrere Tiere in ganz der- 
selben Weise und mit ganz demselben Injektionsmaterial injiziert und 
habe mich bemüht, hochwertige Sera zu bekommen, in der Hoffnung, 
daß unter solchen Umständen auch alle vorkommenden Nebenhämolysine 
sich deutlich zeigen würden. 

Alle Serumauswertungen sind mit bei 55° !/, Stunde inaktivierten 
Sera vorgenommen, wobei 0,1 cem frisches Meerschweinchenserum als 
Komplement diente und 5°/, Blutaufschwemmungen in 0,8°/, NaCl- 
Lösung benutzt wurde. Selbstverständlich wurde nur solches Meer- 
schweinchenserum als Komplement genommen, das in Dosis von 0,1 ccm 
allein keine Hämolyse bewirkte. 

Die in den Tabellen angegebenen Serummengen sind immer die 
minimalen Dosen für komplette Hämolyse. Wo gar keine Hämolyse 
vorkommt, ist dies angegeben, nebst der höchsten Dosis, bei der die 
Prüfung mit solchem Resultate vorgenommen ist (siehe z. B. Tabelle 4 
unter Ochsenblut). 

Nach diesen versuchstechnischen Bemerkungen lasse ich 
nun die Ergebnisse der Immunisierungsversuche folgen. 

A. Immunisierungen mit Hammelblut oder Stromata. 

I. Immunisierungen mit normalen, unveränderten Hammel- 
blutkörperchen oder deren Stromata. 

Die hierdurch erhaltenen Sera können als die normalen, 
gewöhnlichen hammelhämolytischen Sera betrachtet werden, 
und es ist selbstverständlich notwendig, den Gehalt dieser Sera 
an Nebenhämolysinen und deren Variationen genau zu kennen, 
bevor man die eventuellen, durch Kunstgriffe hervorgerufenen 
Modifikationen beurteilen kann. 

Wie Tabelle I zeigt, habe ich acht solche Sera ausgewertet. 
Es wurde ihre hämolytische Wirkung folgenden Blutsorten gegen- 
über geprüft, nämlich Hammel-, Ziegen-, Ochsen-, Schweine-, 
Pferde- und Meerschweinchenblut (bei den Versuchen mit Meer- 
schweinchenblut wurde Kaninchenkomplement benutzt, da Meer- 
schweinchenkomplement gegen Meerschweinchenblut wenig wirk- 
sam ist). Betrefis der dabei erhaltenen Resultate mit den drei 
letztgenannten Blutsorten möchte ich bemerken, daß die Sera 
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in Dosis von 0,1 ccm Meerschweinchenblut gar nicht lösten, 
daß Schweineblut nur spurweise von der genannten Dosis 
hämolysiert wurde und daß allerdings eins dieser Sera Pferde- 
blut bis in Dosis von 0,005 ccm löste. Die anderen aber be- 
wirkten keine kräftigere Lösung des Pferdeblutes als Kaninchen- 
sera von normalen, unbehandelten Tieren, wo man nicht allzu 
selten sieht, daß 0,03 ccm eine vollständige Hämolyse gibt. 
Diesen drei Blutarten gegenüber verhalten sich demnach hammel- 
hämolytische, durch Hammelblutinjektionen erzeugte Sera in 
der Weise, daß sie entweder gar keine Hämolyse bewirken, 
oder wenn Hämolyse wie bei Pferdeblut vorkommt, dies eine 
unregelmäßige und wenig ausgesprochene Erscheinung ist. Des- 
halb habe ich nicht nötig gefunden, diese Blutsorten in meiner 
Tabelle aufzunehmen, und habe auch davon abgesehen, meine 
übrigen hammelhämolytischen Sera den genannten Blutsorten 
gegenüber zu prüfen. Die späteren Serumauswertungen sind 
also nur betrefis Hammel-, Ziegen- und Ochsenblut ausgeführt, 
welche Blutsorten, wie längst bekannt, regelmäßig oder fast 
regelmäßig (Ochsenblut) durch die hammelhämolytischen Sera 
aufgelöst werden. 









Tabelle I. 
E i o Vollständige Hämolyse von 
Serum- | Hammel- Ziegen- | Ochsen- 
nummer blut blut blut 








ccm 


0,0005 | 0,003 | 
| 
i 





0,0005 |nichtgeprüft 


Immunisierung nyt normalen, un- 2 4 
veränderten Blutkörperchen oder 55 
Stromata. 


n n 
0,0003 0,003 
0,0005 0,003 
0,0001 0,0003 0.005 
0,0003 0,003 0,03 
0,002 0,003 0,03 


Aus dieser Tabelle sieht man, daß zwischen Hammel- und 
Ziegenhämolysin dieser Sera ein Verhältnis besteht, das, ob- 
gleich nicht konstant, doch nicht sehr variabel ist, was übrigens 
auch aus den folgenden Tabellen II, III und ganz besonders 
aus der Übersichtstabelle IV erhellt. Die hammelhämolytische 
Serumdosis verhält sich zu der ziegenhämolytischen wie 1 
zu 1,5 bis zu 10. Im Gegenteil ist der Gehalt des Ochsen- 
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hämolysins erheblichen Schwankungen unterworfen, ja sie können 
in seltenen Fällen noch größer sein, als es hier scheint; so habe 
ich z. B. einmal ein hammelhämolytisches, durch Injektion von 
normalen Hammelblutkörperchen erhaltenes, frisches Serum ge- 
habt, das selbst in Dosis von 0,2ccm gar nicht Ochsenblut 
auflöste, trotzdem 0,0003 ccm davon komplette Hämolyse von 
Hammelblut bewirkte. 

II. Immunisierungen mit gekochten (100°) Hammelblut- 
körperchen oder Stromata. 

Wie erwähnt, haben Sachs und Nathan gekochtes Hammel- 
blut injiziert und danach hammelhämolytische Sera bekommen, 
die neben Hammelhämolysin auch Ziegenhämolysin, aber kein 
Ochsenhämolysin enthielten, woraus sie folgern, daß durch das 
Kochen das ochsenhämolytische Antigen der Hammelblutkör- 
perchen ganz wegfällt. Sieht man indessen das Beweismaterial, 
das die genannten Verfasser +t) vorgeführt haben, ein wenig näher 
an, so ist es doch nicht vollkommen entscheidend. Von ihren 
4 Sera löste nämlich das Antiserum I Hammelblut nur in 
Dosis von 0,025 ccm, Antiserum II und III nur in 0,005 cem 
und Antiserum IV in 0,0025 ccm; sie waren demnach alle 
geringwertige Sera. 

Wenn man nun berücksichtigt, daß die Prüfungen Ochsen- 
blut gegenüber mit höchstens 0,1 cem vorgenommen sind und 
daß, wie meine obige Tabelle zeigt, selbst ganz hochwertige Sera 
bisweilen wenig Ochsenhämolysin (siehe meine Sera 1,55 und auch 
54,58) enthalten, so kann man sich kaum vor dem Verdacht 
wahren, daß bei ein wenig hochwertigeren Sera dieser Kate- 
gorie doch Ochsenhämolysine vorkommen, und dieser Verdaclit 
wird verstärkt, wenn man die Verhältnisse bei den entsprechen- 
den ziegenhämolytischen Sera durchmustert, so wie sie unten 
(Tabelle V) dargelegt sind. 

Es war, um diesen Einwurf zu widerlegen oder dessen 
Richtigkeit zu beweisen, als ich einige Immunisierungen mit 
gekochten Hammelstromata unternahm. 

Die Stromata*) wurden in 0,8°/ iger NaCl-Lösung aufge- 


!) Sachs und Nathan, Zeitschr. f. Imm.-Forschg. 19, 2-4. 

2) Stromata wurden durch Wasserhämolyse der Blutkörperchen, 
Ausfüllen durch Zusatz von geringen Mengen Essigsäure und Abzentri- 
fugieren bereitet. 
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schwemmt und ?/, Stunde gekocht; 4 Tiere wurden wiederholt 
intravenös injiziert, und alle gaben hammelhämolytische Sera, 
die gar kein Ochsenhämolysin enthielten, nur drei von den Sera 
waren aber hochwertig genug, um hier als Beweismaterial an- 
geführt werden zu können. 


Tabelle II. 


Vollständige Hämolyse von 







Serum- Ziegen- | Ochsen- 


blut blut 


Immunisierung mit !/, Stunde ge- fiss oe a a Hr 
kochten Hammelstromata. 134 | 0.0001 0.0002 i 0.2 
Besonders Sera 133 und 134 sind so hochwertig, wie man 
es bei hämolytischen Sera überhaupt sieht, und hiermit ist 
also die Angabe von Sachs und Nathan betreffs der Zer- 
störung des ochsenhämolytischen Antigens in Hammelblut- 
körperchen bzw. Stromata durch Kochen bestätigt. | 

Das Verhältnis zwischen Hammel- und Ziegenhämolysin 
ist hier ungefähr dasselbe wie in den Sera aus Tabelle I, und 
hierin hat also das Kochen keine Änderung bewirkt. 

Da es indessen gelingt, in dieser Weise das eine Antigen 
durch Kochen von dem andern wegzuschneiden, liegt es nahe, 
zu versuchen, ob es vielleicht nicht möglich wäre, durch noch 
höhere Temperaturen auch die beiden anderen hämolytischen 
Antigene voneinander zu trennen, und in dieser Absicht habe 
ich folgende Versuche angestellt. 

III.: Immunisierungen mit in 0,8°/,iger NaCl-Lösung auf- 
geschwemmten, teils bei 110°, teils bei 120° 1/, Stunde auto- 
klavierten Hammelstromata. 

Von 4 Kaninchen wurden je 2 mit den bei den verschie- 
denen, oben genannten Temperaturen autoklavierten Stromata 
mehrmals intravenös injiziert; ihre Sera verhielten sich nach 
beendigter Behandlung, wie die folgende Tabelle ausweist. 

Wie ersichtlich, bleibt trotz der angewandten hohen Tem- 
peraturen das Verhältnis zwischen Hammel- und Ziegenhämo- 
lysin unverändert. 


Ich versuchte dann das Ziel dadurch zu erreichen, daß ich 
Biochemische Zeitschrift Band 77. 8 
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Tabelle III. 


m nn a — — 


Vollständige Hämolyse von. 


Ochsen- 
blut 


com 











Serum- 
nummer 


Hammel- 
blut 


ccm 


Ziegen- 
blut 


ccm 























Immunisierung mit bei 110° auto- 


8 i 0,005 | keine 0,2 

klavierten Stromata { 12 I 0,0007 0,003 n 02 
Immunisierung mit bei 120° auto- y131 | 0,001 0,005 n 0,2 
klavierten Stromata 132 | 0,0003 0,002 » 02 


die Stromata zuerst in 0,8°/ iger NaCl-Lösung aufschwemmte 
und dann so viel NaOH zugab, daß eine "/ oo NaOH entstand. 
Diese Flüssigkeit wurde 1 Stunde bei 100° gekocht. Das hier- 
mit injizierte Tier gab ein Serum (Nr. 21), das Hammelblut in 
Dosis von 0,001 ccm und Ziegenblut in 0,005 ccm komplett 
hämolysierte; also wieder die gewöhnliche Relation zwischen 
Hammel- und Ziegenhämolysin. 

Da ich dann in einigen Versuchen so viel NaOH beigab; 
daß "/ NaOH entstand und diese Flüssigkeit wie oben 1 Stunde 
bei 100° kochte, so wurden beide Antigene vernichtet und also 
weder Hammel- noch Ziegenhämolysin bei den mit den so be- 
handelten Stromata injizierten Kaninchen erhalten. 











Tabelle IV. 
nn Vollständige Hämolyse von 
Serum- | ammel- Ziegen- | Ochsen- 
nummer blut blut blut 
BEE __cem | ccm ccm 
ı| 0,0005 ! 0,008 0,1 


52| 0,0005 inichtgeprüft| 0,007 - 
53 | 0,0003 nn 0,003 


Immunisierungen mit normalen un- 54| 0.0003 0,003 0,03 


veränderten u... oder 55| 0.0005 0.003 02 
ee 56| 0,0001 | 0,0003 0,005 
58 | 0,0003 0,003 0,03 
60 | 0,002 0,003 0,03 
I v i 771 0,001 0,005 keine 0,2 
mmunisierungen mit !/, Stunde ge- 1331 000003 | 0.0001 n 02 
kochten Stromata 134 | 0.0001 0.0002 n 02 
Immunisierungen mit bei 110° 8 į 0,001 0,005 n 0,2 
1) Stunde autoklavierten Stromata { 12 | 0,0007 0,003 » 0,2 
Immunisierungen mit bei 1200 131] 0,001 0,005 n 02 
!/, Stunde autoklavierten Stromata 11321 0,0003 0,002 »n 02 
Immunisierungen mit Stromata in 
2/o0-NaOH eine Stunde bei 100° 2 21] 0,001 0,005 n 0% 
gekocht | 
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Um die Übersicht über die oben angeführten Versuche zu 
erleichtern, glaube ich, daß es vorteilhaft ist, sie alle in der vor- 
stehenden Tabelle IV zusammenzustellen. 

B. Über eine andere Kategorie hammelhämolytischer Anti- 
gene möchte ich in diesem Zusammenhang einige Bemerkungen 
beifügen, nämlich über diejenigen, die sich in den Organen 
gewisser Tiere, z. B. Meerschweinchen, Pferde, Katzen usw., be- 
finden und durch deren Injektion man hammelhämolytische Sera 
erzeugen kann. 

Diese Antigene und Sera sind schon anfangs diskutiert, und 
ich möchte deshalb auf die oben vorkommenden Auseinander- 
setzungen hierüber hinweisen. 

In bezug auf die Thermoresistenz dieser Antigene haben 
Doerr und Pick!) gefunden, daß sie koktostabil sind. 

Ich habe nun Meerschweinchenorgane mit Wärme und 
Alkali ganz so behandelt, wie es vorher betreffs der Hammel- 
stromata geschildert worden ist, in der Hoffnung, hammelhämo- 
lytische vom ziegenhämolytischen Antigen trennen zu können. 
Es zeigte sich, daß die Organantigene sich vollkommen so 
verhielten gegenüber Wärme und Alkali, wie die entsprechenden 
Hammelblutantigene, und daß es also hierdurch nicht gelingt, 
eine Trennung zwischen hammel- und ziegenhämolytischem 
Antigen zu bewirken. 

Da die hierhergehörigen Serumauswertungen nichts Neues 
ergeben, verzichte ich darauf, sie wiederzugeben. 

C. Immunisierungen mit Ziegenblutkörperchen oder deren Stromata. 

Unter Anwendung von Ziegenblut bzw. Ziegenstromata sind 
nun die meisten von denjenigen Versuchen wiederholt, die vor- 
her mit Hammelblut oder Stromata vorgenommen waren und 
über die oben berichtet worden ist. Die nach jenen Versuchen 
erhaltenen Sera sind ausgewertet und die Resultate in der 
folgenden Übersichtstabelle zusammengestellt. 

Aus der folgenden Tabelle V sieht man erstens, daß diese 
durch Ziegenbiutinjektionen erzeugten ziegenhämolytischen Sera 
im allgemeinen Hammelblut stärker lösen als ihr homologes Blut, 
das Ziegenblut; in Serum 124 geht dies so weit, daß dies Serum 
Ziegenblut gegenüber 2000wertig, Hammelblut gegenüber un- 


1) Doerr und Pick, diese Zeitschr. 50, 152. 
Re 
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Tabelle V. 


Vollständige Hämolyse von 






Serum- 







nummer 
Immunisierung mit normalen unver- { 6 
änderten Blutkörperchen 10 
Immunisierung mit '/, Stunde ge- f123 
kochten  Stromata 124 
Immunisierung mit bei 110° '/, Std. { 13 
autoklavierten Stromata 126 
Immunisierung mit bei 120° !/, Std. f 14 
autoklavierten Stromata 125 
Immunisierung mit bei 134° !/, Std. { 29 
autoklavierten Stromata 











0,0005 
0,005 
0,002 


0,0005 


0,005  |keine 0,02 
0,001 |Spur 0,2 


0,001 nichtgeprüft 


gefähr 14300wertig ist, und unter den drei Ausnahmen von 
dieser Regel (Sera 13, 14, 22) ist es eigentlich nur Serum 13, 
das bedeutend (dreimal) stärker ziegenhämolytisch als hammel- 
hämolytisch ist; zweitens, daß Sera 6 und 10, die von 
Kaninchen stammen, die unveränderte Blutkörperchen bekom - 
men haben, beide nicht ganz unbedeutende Mengen Ochsen- 
hämolysin enthalten; drittens, daß es auch nicht hier gelingt 
durch Wärme (bis 134°) hammel- und ziegenhämolytisches 
Antigen zu trennen, was ja vollkommen mit den Ergebnissen 
übereinstimmt, die wir bei den parallelen Prüfungen des Ham- 
melblutes und der Meerschweinchenorgane erhielten; und vier- 
tens, daß das ochsenhämolytische Antigen Wärme gegenüber 
sich von dem gleichwirkenden Antigen in Hammelblut unter- 
scheidet, indem es sowohl Kochen wie 110° Autoklavieren 
!/, Stunde aushält; doch wird es hierdurch ein wenig abge- 
schwächt, erst bei 120° wird es zerstört. 

D. Immunisierungen mit Ochsenblutkörperchen oder deren 
Stromata. 

Die mit dieser Blutart vorgenommenen Immunisierungen 
sind, wie die folgende Tabelle VI zeigt, Parallelversuche zu den 
vorigen Hammel- und Ziegenblutimmunisierungen. 

Wenn wir nun die Tabelle überblicken, sehen wir gleich, 
daß das ochsenhämolytische Antigen des Ochsenblutes im 
Gegensatz zum gleichwirkenden Antigen des Hammelblutes 
durch Wärme (bis 120°) nicht zerstört wird. Es scheint, als 
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Tabelle VI. 
Vollständige Hämolyse von 
Sorum: Ziegen- 
nummer 


I Sa ; 50 nichtgeprüft 
mmunisierung mit normalen unver- 7 0.005 
änderten Ochsenblutkörperchen oder 1 0.008 
Stromata 19 0.001 
9 0,06 
Immunisierung mit !/, Stunde ge- J 10 0,02 
kochten Stromata 20 0,05 
75 nicht geprüft 
Immunisierung mit !/, Stunde bei I 0,1 
110° autoklavierten Stromata 121 Spur 0,2 
Immunisierung mit !/, Stunde bei ‚122 0,04 
120° autoklavierten Stromata 127 | 0,001 0,1 | 0,2 


ob eine solche Erhitzung es fast gar nicht schädigte. Sehen 
wir doch z. B., daß Serum 120 einen für ochsenhämolytisches 
Serum so hohen Titer wie 0,0001 hat! 


In bezug auf das Verhältnis zwischen Ochsenhämolysin- 
und Hammelhämolysingehalt in den durch Immunisierung mit 
normalen, unveränderten Blutkörperchen oder Stromata erhal- 
tenen Sera lehren uns die Auswertungen der hierhergehörigen 
Sera 50, 7, 11 und 19, daß in den drei ersten die Relation 
nur zwischen 1:1,4 und 1: 3 schwankt, während sie in Serum 19 
1:10 erreicht. 


Untersuchen wir nun, wie das hammelhämolytische Antigen 
des Ochsenblutes Wärme gegenüber sich verhält, so ergibt 
sich, daß von denjenigen Sera, die durch Immunisierung mit 
gekochtem Materiale erzeugt worden sind, nur zwei — die 
Sera 75 und 122 — in kleinerer Dosis als 0,02 ccm zusammen 
mit 0,1 ccm Meerschweinchenkomplement 1 cem 5°/, Hammel- 
blut vollständig auflösten; alle die übrigen Sera lösten nur 
in dieser oder noch höherer Dosis das Hammelblut auf. Da 
der Gehalt von Hammelhämolysin in normalen Kaninchen- 
sera zuweilen so hoch sein kann, daß die Sera eben in 
der genannten Dosis von 0,02 ccm zusammen mit Meer- 
schweinchenkomplement die obenerwähnte Hammelblutmenge 
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hämolysieren!), und da bei einem und demselben Kanin- 
chen der normale Hammelhämolysingehalt ohne jegliche 
Eingriffe binnen kurzer Zeit so wechseln kann, daß, wie 
ich gesehen habe, das von ungefähr 2,5wertige Serum in 
12 Tagen 20wertig wurde, um dann in noch einem Monat 
nach seinem ersten niedrigen Niveau herunterzugehen, so 
liegt bei 0,02 ccm die Grenze, oberhalb der man am besten 
nur von normalen, spontanen Variationen reden soll, und 
erst wenn kleinere Hämolysinziffern, d. h. größerer Hämoly- 
singehalt gefunden werden, kann man sicher sein, daß eine 
außerhalb der spontanen Variationen liegende Neubildung von 
Hammelhämolysin vorkommt. 

Nach diesen Auseinandersetzungen ist es klar, daß die 
Sera 9, 10, 20, 120, 121 und 127 nicht mehr Hammelhämo- 
lysin als normale Kaninchensera enthalten und daß also die 
Stromatainjektionen bei den serumspendenden Kaninchen keine 
Hammelhämolysin erzeugende Wirkung entfaltet haben, woraus 
weiter folgt, daB das hammelhämolytische Antigen, das in den 
Stromata vor dem Erwärmen sich befand, durch das Erwärmen 
verloren gegangen ist. 

Nur in den beiden Sera 75 und 122 sehen wir als Folge 
der Stromatainjektionen eine Neubildung von Hammelhämo- 
lyeinen, die über die Grenze der normalen Variationen geht. 
Betreffs dieser Sera möchte ich doch darauf aufmerksam machen, 
daß die Neubildung in beiden Sera ganz gering ist. In dem 
Serum 122, wo sie am stärksten ist, übertrifft sie nur viermal 
das stärkste normal-hammelhämolytische Kaninchenserum — 
dessen Titer Hammelblut gegenüber 0,02 cem ist, wie schon 
oben erwähnt worden ist — und das Serum 75 ist nur 
doppelt stärker als ein solches Normalserum. Ähnliche 
winzige Steigerungen brauchen indessen nicht unbedingt als 
Folgen von Antigenzufuhr aufgefaßt zu werden, sie kön- 
nen auch nach nicht spezifischen Injektionen vorkommen. 
So haben, um einige Beispiele auf Antikörperproduktion 
nach unspezifischen Injektionen anzuführen, Salomonsen 


1) Früher (diese Zeitschr. 37) habe ich 0,05 ccm als die Minimal- 
dosis angegeben, später habe ich, wie auch Friedberger gesehen, daß 
sie zuweilen bis zu 0,02 ccm heruntergehen kann. 
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und Madsen!) in einem oft zitierten Versuche gesehen, 
wie nach Injektion von Pilocarpin bei einem diphtheri- 
immunisierten Pferde die Antitoxinkonzentration des Blutes 
stieg, und Madsen und Tallgvist?) haben nach Pyrogallol- 
und Pyrodininjektionen sowohl bei gegen Vibriolysin und 
Staphylolysin immunisierten wie bei normalen Tieren (Ziegen 
und Kaninchen) eine zuweilen nicht ganz unerhebliche Steige- 
rung des Antilysingehaltes in den Sera der so behandelten 
Tiere beobachtet. 


Daß hier der Hammelhämolysintiter des Serums 122 auch 
tatsächlich als eine solche Hämolysinsteigerung ohne Antigen- 
zufuhr ist, geht übrigens aus den folgenden Umständen hervor. 
Die vier Tiere 120, 121, 122 und 127 (siehe Tab. VI) waren 
alle gleich schwere, kräftige Tiere; sie wurden gleichzeitig be- 
handelt. Als Injektionsmaterial wurde eine große Stromaauf- 
schwemmung in 0,8°/, NaCl-Lösung bereitet und von dieser die 
eine Hälfte eine halbe Stunde bei 110°, die andere Hälfte 
ebensolange bei 120° gekocht; beide wurden dann steril im 
Eisschranke aufbewahrt. Von der bei 110° gekochten Stroma- 
aufschwemmung erhielten die Tiere 120 und 121 in dreitägigen 
Intervallen je 6 Injektionen von je 4 ccm intravenös, und in 
vollkommen derselben Weise wurden die Tiere 122 und 127 
mit den bei 120° gekochten Stromata behandelt; am 6. Tage 
nach der letzten Injektion wurden dann die Blutproben ge- 
nommen, deren Auswertung wir in Tab. VI sehen. 


Hätten nun wirklich die hier benutzten Stromata neben 
ochsenhämolytischem auch hammelhämolytisches Antigen ent- 
halten, so wäre nicht nur beim Tier 122, sondern zweifelsohne 
auch bei den übrigen drei Tieren, die sich alle (aber ganz be- 
sonders das Tier 120) als gute Hämolysinbildner (von Ochsen- 
hämolysin) erwiesen, Hammelhämolysin entstanden. Da dies 
nicht der Fall war, kann es kaum anders gedeutet werden, als 
daß das hammelhämolytische Antigen durch die Erhitzung ver- 


1) Salomonsen et Madsen: Bull. de l’Acad. Roy. d. Sciences et 
d. Lettres de Danmark 1896. 

2) Madsen und Tallgvist: Über die Einwirkung einiger Gifte auf 
die Antikörperbildung (Pyrodin, Pyrogallol). Zeitschr. f. Imm. Forsch. 2. 
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nichtet worden war und daß die Steigerung des Hammelhämo- 
lysintiters als eine Steigerung ohne Antigenzufuhr aufgefaßt 
werden muß. Auch beim Serum 75 ist das Verhältnis dasselbe. 
Vor der Immunisierung löste das Serum dieses Tieres in Dosis 
von 0,2 ccm ÖOchsenblut gar nicht, Hammelblut dagegen voll- 
ständig in Dosis von 0,03 ccm. Nach drei Injektionen von je 
6 ccm, einer bei 100°, gekochten Stromaaufschwemmung war 
der Titer des Serums Ochsenblut gegenüber 0,002 ccm, für 
Hammelblut 0,01 ccm, und nach noch zwei Injektionen mit 
derselben Stromaaufschwemmung stieg der Ochsenhämolysintiter 
bis 0,0005 ccm, während der Hammelhämolysintiter unverän- 
dert blieb. Hätten die Stromata hammelhämolytisches Antigen 
enthalten, so wäre auch sicher das Hammelhämolysin zusam- 
men mit dem ÖOchsenhämolysin höher gestiegen. 

Nach alledem können wir aus diesen Immunisie- 
rungen mit Ochsenblut in bezug auf das hammelhämo- 
lytische Antigen folgern, daß dies im Ochsenblut im 
Gegensatzzum hammelhämolytischen Antigenin Ham- 
melblut koktolabil ist. 

Wie in allen vorigen Versuchen gehen auch hier Hammel- 
und Ziegenhämolysine parallel, und die entsprechenden Antigene 
verhalten sich also ganz gleich. 

Den oben angeführten Immunisierungsergebnissen mit Ham- 
mel-, Ziegen- und Ochsenblut gemäß enthalten alle diese Blut- 
arten hämolytische Antigene, die sich Hitze gegenüber folgen- 
dermaßen verhalten: Das hammelhämolytische Antigen 
ist in Hammel- und Ziegenblut thermostabil (von 120° 
bis 134° geprüft), in Ochsenblut dagegen thermolabil (schon 
bei 100°); und wie das hammelhämolytische reagiert 
auch das ziegenhämolytische Antigen für Hitze; das 
ochsenhämolytische Antigen ist in Ochsenblut thermo- 
stabil (bei 120°), in Hammelblut, wie schon Sachs und 
Nathan nachgewiesen haben, dagegen thermolabil; in 
Ziegenblut wird dies Antigen durch Kochen, bis 110° 
allerdings abgeschwächt, nicht aber zerstört, erst bei 
120° !/, St. lang wird es vernichtet. Daß es sich so in 
Ziegenblut verhält, kann entweder so verstanden werden, daß das 
Antigen durch Hitze allmählich denaturiert wird oder so, daß 
es aus zwei Bestandteilen, einem bei 100° thermolabilen und 
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einem mehr thermostabilen, aber doch bei 120° zerstörbaren 
besteht. Wie dem auch sei, so enthält also Ziegenblut 
ein ochsenhämolytisches Antigen, das thermoresi- 
stenter als das gleichwirkende Antigen in Hammel- 
blut, aber weniger resistent als dasjenige in Ochsen- 
blut ist. 

Hier möchte ich nun bemerken, daß diese meine Unter- 
suchungen nur darüber Auskunft geben, ob die genannten Blut- 
arten bei 100°, 110° oder 120° resistente hämolytische Antigene 
enthalten oder nicht. Ob eine Blutart, z.B. Hammelblut, neben 
dem hammelhämolytischen Antigen, das 120° aushält, noch ein 
oder mehrere thermolabile hammelhämolytische Antigene ent- 
hält, darauf geben meine Immunisierungen keine Antwort. Wenn 
wir das Beispiel von Hammelblut festhalten wollen, so haben 
ja Doerr und Pick, wie schon oben erwähnt worden ist, an- 
gegeben, daß in diesem Blute sowohl thermostabiles wie thermo- 
labiles hammelhämolytisches Antigen vorkommt; ob dies richtig 
ist, scheint mir doch durch die von den genannten Autoren 
vorgeführten Beweise höchst zweifelhaft. (Darauf werde ich 
in einer späteren Arbeit zurückkommen.) 

Was sagen uns diese Ergebnisse betreffs der Identität oder 
vielmehr der Verschiedenheit der gleichwirkenden Antigene- 
Receptoren in den drei Blutarten? 

Da man sieht, daß sowohl das hammelhämolytische und 
das ziegenhämolytische, wie das ochsenhämolytische Antigen, 
je nachdem sie im Hammel- bzw. Ziegen- oder Ochsenblut vor- 
kommen, sich Hitze gegenüber verschieden verhalten, so ist 
dies Ereignis kaum anders aufzufassen denn als ein Zeichen, 
daß diese Antigene, trotzdem sie gleichwirkende Antikörper 
erzeugen, doch verschieden sind. Hiergegen kann man viel- 
leicht einwenden, daß diese Verhältnisse möglicherweise auch 
so erklärt werden können, daß die verschiedene chemische Zu- 
sammensetzung der genannten Blutkörperchen es mit sich bringt, 
daß eine und dieselbe Substanz hier durch Hitze nicht beschädigt, 
da aber vernichtet werde. Wenn man indessen die große Resi- 
stenz berücksichtigt, die nach diesen Untersuchungen z.B. das 
hammelhämolytische Antigen in Hammelblut besitzt, wo ja dies 
Antigen nicht nur bei 120°, sondern zudem in alkalischer Lö- 
sung ohne (merkbaren) Schaden gekocht werden kann, wird 
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eine solche Deutung beinahe unmöglich. Denn um die Iden- 
tität des hammelhämolytischen Antigens in Hammelblut und 
Ochsenblut behaupten zu können, mußte man nämlich vor- 
aussetzen, nicht nur daß die Ochsenblutkörperchen oder deren 
Stromata im Gegensatz zu den Hammelblutkörperchen so de- 
struierende Substanzen besäßen, daß sie ein derart wiederstands- 
fähiges Antigen zerstörten, sondern auch daß diese Substanzen 
spezifisch wären, denn auf das ebenda befindliche ochsenhämo- 
lytische Antigen üben sie offenbar keine Einwirkung aus, trotz- 
dem das letztgenannte Antigen im Hammelblut sich als ther- 
mostabil erwiesen hat. 

Ich habe doch noch versucht. experimentell zu prüfen, ob 
die chemische Zusammensetzung der verschiedenen Blutkörper eine 
solche Einwirkung auf die darin befindlichen Antigene ausübten, 
daß hierdurch die verschiedene Thermoresistenz erklärt werden 
könnte. Enthielten wirklich z. B. die Ochsenstromata Substanzen, 
die das hammelhämolytische Antigen der Hammelstromata beim 
Kochen zerstörten, so wäre es möglich, daß, wenn man große 
Mengen Ochsenstromata zusammen mit kleinen Mengen Ham- 
melstromata kochte, die supponierten schädlichen Substanzen 
der Ochsenstromata das hammelhämolytische Antigen der Ham- 
melstromata vernichteten oder wenigstens schädigten. Hierfür 
wurden ÖOchsenstromata und Hammelstromata im Verhältnis 
3:1 gemischt, ?/, Stunde gekocht und dann 8 ccm dieser Mi- 
schung 3mal in 6tägigen Intervallen intravenös injiziert. So 
behandelte Kaninchen lieferten aber ebenso kräftige hammel- 
hämolytische Sera wie diejenigen Kaninchen, bei denen gleich- 
zeitig mit den anderen Tieren 3mal 2 ccm von derselben un- 
vermischten Hammelstromata-Aufschwemmung, die für die Mi- 
schung mit Ochsenstromata angewandt wurde, injiziert worden 
waren. Das hammelhämolytische Antigen der Hammelstromata 
blieb also, trotzdem es zusammen mit Ochsenstromata gekocht 
worden war, unbeschädigt. Es ist allerdings einleuchtend, daß 
gegen die Beweiskraft dieser Versuche Einsprüche erhoben wer- 
den können, aber es scheint mir doch, daß sie zusammen mit 
den eben hervorgehobenen Überlegungen bestimmt dafür sprechen, 
daß die gleichwirkenden Antigene dieser Blutkörper- 
chen, sofern die Antigene von ungleicher Thermoresi- 
stenz sind, verschieden sind. 
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Im Anfange dieser Arbeit wurde die Frage gestellt, ob 
diejenigen Verwandtschaftsreaktionen, die von allen Seiten wirk- 
lich als solche anerkannt werden, und als deren Beispiele wir 
die Bindung zwischen Hammelhämolysin einerseits und Ham- 
mel-, Ziegen- und Ochsenblut andererseits anführen können, 
-~ auf Vorhandensein von identischen Receptoren beruhen, oder 
ob möglicherweise diese Receptoren voneinander verschieden 
sind? Um diese Frage beantworten zu können, müssen noch 
weitere Untersuchungen ausgeführt werden. Meine Ergebnisse 
zeigen zwar, daß verschiedene, gleichwirkende Antigene in den 
genannten Blutarten vorkommen, ob die Blutkörperchen aber 
zudem auch identische gleichwirkende Antigene enthalten, von 
denen dann die Verwandtschaftsreaktionen abhängen, darüber 
geben meine Versuche keine Auskunft. 

Schließlich möchte ich die hauptsächlichen Ergebnisse 
meiner Arbeit zusammenfassen: 

Bei Untersuchung von den in Hammel-, Ziegen- 
und Ochsenblut befindlichen hämolytischen Antigenen 
hat sich erwiesen, daß das hammelhämolytische und 
das ziegenhämolytische Antigen in Hammel- und 
Ziegenblut 120° !/, Stunde gut vertragen, in Ochsen- 
blut dagegen thermolabil (bei 100° sind; daß das 
ochsenhämolytische Antigen in Ochsenblut bei 120° 
innerhalb ?/, Stunde nicht vernichtet wird, in Ziegen- 
‘blut bei 120° während ?/, Stunde, aber nicht bei 110° 
1j Stunde lang zerstört wird, während es in Hammel- 
blut nicht einmal 100° !/, Stunde wiederstehen kann; 
daB das hammel- und das ziegenhämolytische Antigen 
in Meerschweinchenorganen sich ebenso verhalten, wie 
die gleichwirkenden Antigene in Hammelblut; und daß 
die gleichwirkenden Antigene, die von ungleicher 
Thermoresistenz sind, in diesen Blutarten verschie- 
den sind. 

Daß hier das Erwärmen des Injektionsmateriales uns einen 
Weg geöffnet hat, um größere Spezifizität der Antisera zu er- 
reichen, folgt auch aus dem obenstehenden. 
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III. Über die Reizwirkung des Leeithins auf die 
Fermentbildung. 


Von 
Martin Jacoby. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in 


Berlin.) 


(Eingegangen am 18. Juli 1916.) 


Wenn man ein vollständiges Bild von der Vergiftbarkeit 
der Zellen und ihrer funktionellen Bestandteile gewinnen will 
so darf man sich nicht damit begnügen, die schädlichen Ein- 
flüsse zu studieren, also die Reaktionen kennen zu lernen, die 
die Funktionen herabmindern. Man muß auch die Reizsub- 
stanzen in Betracht ziehen und sehen, wie sie auf die einzelnen 
Zellfunktionen einwirken. Es wiederholt sich eben hier in der 
Zelltoxikologie, was aus der Toxikologie der Gewebe uns ge- 
läufig ist, daß eine wissenschaftliche Grenze zwischen Toxi- 
kologie und Pharmakologie nicht besteht. Das kommt auch 
darin zum Ausdruck, daß unter Umständen dieselbe Substanz 
je nach der Dosis lähmend oder reizend einwirken kann. 

Substanzen, die dievon uns zur Prüfung benutzten Wirkungen 
verstärken, haben wir mehrfach in früheren Mitteilungen kennen 
gelernt. Ich erinnere an die Aminosäuren, die die Wirkung 
der Soja-Urease verstärken, ferner an die verschiedenen Be- 
standteile des Serums, die auf die harnstoffspaltenden Bak- 


1) I. und II. s. diese Zeitschr. 76, 275 u. 321, 1916. 
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terien so wirken, daß die Mikroorganismen mehr Harnstoff 
spalten. In der vorliegenden Mitteilung soll die Reizwirkung 
von Lipoiden beschrieben werden. Ich fand die zu berich- 
tenden Tatsachen bei Gelegenheit einer anderen noch nicht 
abgeschlossenen Beobachtungsreihe. Das Interesse der Befunde 
scheint mir darin begründet, daß wir hier einen klaren Fall 
vor uns haben, der die Fruchtbarkeit des in früheren Mit- 
teilungen aufgestellten Schemas zeigt. Es wird sich nämlich 
zeigen, daß das Lecithin nur auf die Fermentbildung, nicht aber 
auf das fertige Ferment verstärkend einwirkt. 

Ohne späteren Beobachtungen und theoretischen Betrach- 
tungen vorgreifen zu wollen, möchte ich hier doch schon kurz 
folgendes anführen. Während wir bei den eigentlichen Ferment- 
giften, da dort verhältnismäßig einfache Verhältnisse vorliegen, . 
bestimmte Vorstellungen über die Art der Giftwirkung ent- 
wickeln konnten, mußten wir uns bei den Fermentbildungs- 
giften zunächst mit der Beschreibung der Tatsachen begnügen. 
Die dritte Gruppe, die Gruppe der Strukturgifte, endlich haben 
wir nur zur Vervollständigung des Systems angeführt und uns 
begnügt, einige Beobachtungen mitzuteilen. Nun ist es selbst- 
verständlich, daß in der Natur die Grenzen nicht so starr sein 
werden, wie sie sich im System ausnehmen. Wenn wir sehen, 
daß das Lecithin die Fermentbildung verstärkt, so schließt das 
nicht aus, daß es zugleich für die Erhaltung der Struktur von 
Bedeutung ist. Lecithin könnte direkt nur auf die Lipoid- 
membran der Zelle einwirken, und in dieser Membran könnte 
der Ausgangspunkt der Fermentbildung zu suchen sein. Ich 
habe mir diese Auffassung nicht ausschließlich aus allgemeinen 
Vorstellungen über die Zellfunktionen gebildet, sondern knüpfe 
damit direkt an die bedeutsamen Darlegungen Warburgs?!) an, 
daß die Zelloxydationen durch Reaktionen beeinflußt werden, 
die sich lediglich an der Oberfläche der Zellen abspielen, ohne 
daß die reagierende Substanz in das Innere der Zelle einzu- 
dringen braucht. 

Daß Lipoidstoffe Fermentbildung hervorrufen können, hat 
auf Grund ganz anderer Erwägungen bereits J. Bang?) an- 


1) Ergebnisse der Physiologie 14, 330, 1913. 
7) Chemie und Biochemie der Lipoide. Wiesbaden, Bergmann, 1911. 
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genommen. Nach Bang sind alte Versuche von Schmidt am 
besten auf diesem Wege zu erklären. Spritzt man Tieren 
Lipoide subcutan ein, so findet man das Maximum des Ge- 
rinnungsfermentes im Blute erst am folgenden Tage. Das sei 
hier angeführt, ohne daß ich sicher bin, ob diese Dinge etwas 
mit unseren Beobachtungen zu tun haben. Neuerdings wird ja 
sogar von einzelnen Autoren die Existenz eines Gerinnungs- 
fermentes angezweifelt. 

Nach einer Angabe von Zlataroff!) steigert Lecithin die 
Wachstumsintensität von Pflanzen. Dort sind auch noch andere 
biologisch interessante Notizen über das Lecithin zusammen- 
gestellt. 

Endlich muß ich bemerken, daß es mir nur möglich war, 
mit dem reinsten Lecithin-Handelspräparat die Versuche zu 
machen. Sollte es mir später möglich sein, die Versuche mit 
Lecithin in der Darstellung nach Erlandsen zu wiederholen, 
so werde ich untersuchen, ob damit die Resultate bestätigt 
werden. Alle biologischen Lecithinfragen werden erst übersehen 
werden können, wenn das Lecithin chemisch besser bekannt 
sein wird. Für unsere Probleme genügt es vorläufig, daß die 
lipoide Substanz, die als Lecithin zu so zahlreichen Versuchen 
gedient hat, wirksam ist, während Cholesterin unwirksam ist. 


Versuchsbeispiele. 


A. Einwirkung von Cholesterin und Lecithin auf die Harn- 
stoffspaltung durch Bakterien. 

I. Es werden gemischt 20 ccm Harnstofflösung (2°/,) 10 ccm 
Wasser mit 

1. 0,05 g Cholesterin, 

2. 0,05 g Lecithin (1 ccm einer 5°/,igen filtrierten Lösung 
von Lecithin „Agfa“ in Methylalkohol), 

3. 1 ccm Methylalkohol. 

Dann wird überall 0,5 ccm Bouillonkultur der Harnstoff 
spaltenden Bakterien zugefügt. 

Es wird Ammoniak abgespalten: 

1. 46,0 und 47,2 ccm, 


1) Diese Zeitschr. 75, 200, 1916. 
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2. 84,6 und 88,0 ccm, 
3. 49,8 und 53,8 ccm. 


II. Es werden gemischt 20 ccm Harnstofflösung (2°/,) 
10 cem Wasser mit 

1. 1 ccm Lecithinlösung = 0,1 g Lecithin, 

2. 0,5 ccm Lecithinlösung = 0,05 g Lecithin + 0,5 ccm 
Methylalkohol, 

3. 0,2 Lecithinlösung — 0,02 Lecithin 4 0,8 ccm Methyl- 
alkohol, 

4. 1,0 ccm Methylalkohol. 

Dann überall 0,5 ccm Kultur. 

Es wird Ammoniak abgespalten: 

1. 72,4 ccm, 

2. 83,1 ccm, 

3. 73,1 ccm, 

4. 47,5 ccm. 


B. Einwirkung von Lecithin auf die Soja-Urease. 

I. Es werden gemischt 1 ccm Toluol, 20 ccm Harnstoff- 
lösung (2°/,) mit l 

1. 1 cem Lecithinlösung — 0,1 g Lecithin, 

2. 0,2 ccm Lecithinlösung — 0,02 g Lecithin + 0,8 cem 
Methylalkohol, 

3. 1,0 ccm Methylalkohol. 

Dann wird überall 10 cem Ureaselösung (0,3°/,) hinzu- 
gefügt. 


Ergebnis: 

1. 63,2 und 64,4 ccm, 

2. 66,0 und 66,9 ccm, 

3. 61,1 ccm. 

II. Dieselbe Anordnung: 

1. 62,8 und 63,1 ccm, 

2. 66,4 und 67,0 ccm, 

3. 66,5 und 68,1 ccm. 


Zusammenfassung. 


Die Harnstoffspaltung durch Bakterien wird nicht durch 
Cholesterin, wohl aber durch Lecithin „Agfa“ verstärkt, wäh- 
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rend die Harnstoffspaltung durch Soja-Urease nicht entsprechend 
gesteigert wird. 

Im Zusammenhang mit meinen früheren Versuchen und 
Darlegungen wäre das Lecithin als ein Reizstoff für die Bildung 
des Ferments, aber nicht als ein Reizstoff für das Ferment 
aufzufassen. Wahrscheinlich besteht der Fermentbildungsreiz in 
einer Einwirkung auf die Zellmembran. 


Über die Oxydation von Alkohol durch die Leber von 
an Alkohol gewöhnten und nicht gewöhnten Tieren. 
Von 
Julius Hirsch. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit 
in Berlin.) 


(Eingegangen am 18. Juli 1916.) 
Mit 1 Figur im Text. 


Auf Grund seiner Untersuchungen über Alkoholtoleranz 
kommt J. Pringsheim!) zu dem Schlusse, daß „die Gewöhnung 
an Alkohol wenigstens zu einem erheblichen Teile auf einer 
schnelleren Oxydation des Giftes durch den Organismus be- 
ruht“. Diese im Tierexperimente gewonnenen Resultate be- 
stätigt Schweisheimer?) durch Versuche, die er an Nichttrinkern 
und Potatoren vornahm. Pringsheim weist darauf hin, daß 
die Verbrennung wahrscheinlich am stärksten in der Leber 
stattfindet, da nach vorausgegangener Fütterung mit Alkohol 
sich im Vergleiche zu den anderen Organen in der Leber der 
geringste Alkoholgehalt fand, sowohl bei Tieren, die an Alkohol 
gewöhnt waren, wie auch bei nicht gewöhnten Tieren. 

Die Fragestellung meiner Untersuchungen knüpft an die 
Resultate Pringsheims an. Es sollte geprüft werden, ob sich 
in den Organen normaler Tiere ein Alkohol zerstörendes Ferment 
findet, und ob die Wirksamkeit dieses Fermentes in den Organen 
von Tieren, die an Alkohol gewöhnt sind, gesteigert ist. Die 
Versuche sind zugleich eine Fortsetzung der Arbeit von Rudolf 
A. P. Rosenfeld?), der im Laboratorium von Herrn Professor 


1) J. Pringsheim, diese Zeitschr. 12, 143, 1908. - 

2) W. Schweisheimer, Deutsch. Archiv f. klin. Med. 109, Heft 3 
bis 4, S. 271, 1913. 

3) Rudolf A. P. Rosenfeld, Zeitschr. f. Immunitätsf. u. experim. 


Therapie 21, Heft 1 bis 5, S. 228, 1914. 
Biochemische Zeitschrift Band 77. 9 
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M. Jacoby die Spezifität der Alkoholgewöhnung untersucht 
hatte. 

Aus der Literatur ist nur die Arbeit von Battelli und 
Stern!) über die Alkoholoxydase in den Tiergeweben zu er- 
wähnen. Danach wird von den verschiedenen Tiergeweben 
etwas Alkohol zerstört, am meisten von der Pferdeleber. Die 
Alkoholzerstörung wurde untersucht durch Bestimmung der 
absorbierten Sauerstoffmenge und durch Alkoholbestimmung 
nach Nicloux. Im einzelnen sind die Resultate nicht leicht 
zu beurteilen, da die angeführten Zahlen Durchschnittswerte 
darstellen. Es scheint, daß die Werte lediglich mit Hilfe der 
Sauerstoffbestimmung berechnet wurden. So ist wohl auch die 
Angabe zu verstehen: „Bei der Berechnung der oxydierten 
Alkoholmenge wurde angenommen, daß der Alkohol zu Essig- 
säure oxydiert worden war.“ 

Über die Alkoholzerstörung durch die Organe gewöhnter 
Tiere finden sich bei Battelli und Stern keine Versuchsproto- 
kolle, sondern nur die folgende kurze Angabe: „Wir haben an 
Hunden eine Reihe von Versuchen ausgeführt. Die Tiere er- 
hielten während einer Periode von 7 bis 45 Tagen täglich 2 bis 
3 ccm Alkohol pro 1 Kilo Körpergewicht. Nach der letzten 
Alkoholingestion wurde 1 bis 3 Tage gewartet und dann das 
Tier durch Verbluten getötet. In keinem einz'gen Falle haben 
wir eine Steigerung der alkoholoxydierenden Fähigkeit der Ge- 
webe konstatiert.“ Anscheinend sind auch diese Resultate aus 
Messungen des Sauerstoffverbrauches berechnet worden. Von 
einer Gewöhnung kann man bei den Versuchen eigentlich nicht 
reden, da nur die gleichen niedrigen Giftdosen längere Zeit 
dargereicht wurden, aber eineSteigerung der Dosen nicht stattfand. 

Meine eigenen Versuche wurden an Kaninchen ausgeführt. 
Es wurde untersucht, inwieweit der Leberbrei von normalen 
und von an Alkohol gewöhnten Tieren Alkohol zum Verschwin- 
den bringt. 

Zur Methode. 

Ebenso wie Pringsheim benutzte ich das Verfahren von 

Cotte?), wodurch ich die Menge des vom Organbrei zerstörten 





1) F. Battelli u. L. Stern, diese Zeitschr. 28, 145, 1910. 
®) Cotte, Bestimmung des Alkohols. Referat in der Chem. Ztg. 
21, 254. 
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Alkohols direkt feststellen konnte, indem ich die Menge aos 
nicht zerstörten Alkohols analysierte. 

Das Prinzip des Cotteschen Verfahrens beruht darauf, 
daß der aus dem Organbrei destillierte Alkohol durch einen Teil 
einer bekannten Kaliumbichromatlösung bei 100° und Anwesen- 
heit einiger Kubikzentimeter konz. Schwefelsäure oxydiert wird; 
der überschüssige Rest der Kaliumbichromatlösung wird mit einer 
Ferroammoniumsulfatlösung zurücktitriert, wobei der Endwert 
durch Tüpfelprobe mit Ferricyankalium (Blaufärbung) ermittelt 
wird. Aus der Menge des reduzierten Kaliumbichromats wird 
der durch Destillation gewonnene Alkohol berechnet. Im ein- 
zelnen gestaltete sich die Analyse folgendermaßen: 


Destillation des nichtzerstörten Alkohols aus dem Organbrei. 


In einem großen Wasserbade (a), dessen Temperatur durch 
eine Thermostatvorrichtung auf 55° gehalten wird, werden für 
zwei zu gleicher Zeit vorzunehmende Analysen zwei langhalsige 
Rundkolben (b) von einem Liter Fassungsvermögen zur Auf- 
nahme des zu destillierenden Gemenges angebracht. Jeder Kolben 
ist mit einem durchbohrten Gummistopfen (c) verschlossen, 
durch den das Endstück eines retortenförmigen Aufsatzes (d) 
ragt, der seinerseits an eine 80 cm lange Leitungsröhre (e) an- 
geschlossen ist, die das Destillat durch einen Kühler (f) führt. 






zur 
Wasserstrahl - 
pumpe (q) f 
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Um beim Arbeiten im Vakuum ein Überspritzen des stark schäu- 
menden Gemenges zu verhüten, ist am Endstück des Aufsatzes (d) eine 
mit einem schmalen Spalt versehene Glaskugel (g) angebracht, die frei 
in dem Kolbenhalse hängt und in ihrem Inneren noch ein kleines 
Röhrchen trägt, das seinerseits wieder mit einem Querbälkchen versehen 
ist. Dieses kleine Glaslabyrinth ist so konstruiert, daß die sich dort 
etwa kondensierende Flüssigkeit frei in den Kolben zurücktropfen kann. 

Vom ersten schräg aufgestellten Kühler (f) aus ist die 
Leitungsröhre (e) durch einen dicken Gummistopfen (k) durch- 
geführt, der genau auf eine weithalsige, dickwandige Pulver- 
flasche (i) paßt, in der sich eine abgemessene Menge ?/,,-Kalium- 
bichromatlösung und einige Kubikzentimeter konz. Schwefelsäure 
(1ccmH,SO, auf 5 ccm Kaliumbichromatlösung) befinden, so daß 
das Destillat direkt in die später zu reduzierende Flüssigkeit 
(Teil 2 der Analyse) einfließen kann. Die Pulverflasche steht zum 
Zwecke einer ausgiebigeren Kondensation in einem Gefäße mit 
Kältemischung (k). Durch den doppelt durchbohrten Gummi- 
stopfen (h) der Pulverflasche (i) führt sodann eine zweite senk- 
recht aufgestellte Röhre (l1), die ebenfalls von einem Kühler (m) 
umgeben ist, um etwaige mitgerissene Dämpfe noch zu konden- 
sieren. Als weitere Vorsichtsmaßregel ist mittels eines Schlauches 
(n) als zweite Vorlage eine mit destilliertem Wasser gefüllte 
Waschflasche (0) angeschaltet, an die sich dann ein Manometer 
(p) und die Wasserstrahlpumpe anschließt. Am Schlauche (n) 
ist noch ein Dreiwegehahn (r) eingeschaltet, durch dessen Quetsch- 
klemme nach beendeter Destillation Luft in das Leitungssystem 
gelassen werden kann. Die doppelt angelegte Apparatur er- 
möglicht die Vornahme zweier Analysen unter nahezu gleichen 
Bedingungen, was — wie weiter unten ausgeführt wird — un- 
bedingt notwendig war. Beim Destillieren wurde zunächst die 
Luft bis zum Verdünnungsmaximum evakuiert, dann wurde der 
Thermostat bis auf 55° langsam erwärmt. 


Reduktion des Kaliumbichronats durch den überdestillierten 
Alkohol, 

Nach beendeter Destillation (Organbreie werden bis nahezu 
zur Trockenheit destilliert) wird durch den Quetschhahn Luft 
in das System gelassen und der Inhalt der zweiten Vorlage 
(Waschflasche) in die mit Kaliumbichromat gefüllte Pulver- 
flasche gegossen, die mit einem eingeschliffenen Glasstöpsel ge- 
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schlossen zur Reduktion des Kaliumbichromats eine Stunde 
lang in ein siedendes Wasserbad gestellt wird. 

Um beim Erhitzen eine Lockerung des Stöpsels zu vermeiden, wird 
derselbe noch durch eine starke Eisenblechklammer festgehalten. 


Bestimmung des nichtreduzierten Kaliumbichromats durch 
Titration. 


Nachdem die Pulverflasche auf Zimmertemperatur abgekühlt 
ist, wird aus einer Bürette so viel "/,,-Ferroammoniumsulfat- 
lösung in 5°/ iger Schwefelsäure hinzugesetzt, bis das nicht redu- 
zierte Kaliumbichromat verbraucht ist. Bei langsamem Zusetzen 
der Ferroammoniumsulfatlösung geht hierbei die braungelbe 
Färbung des Kaliumbichromats in eine dunkelgrüne über, um. 
bei völliger Sättigung in Blaugrün umzuschlagen. Genauer wird 
der Endwert durch die Tüpfelprobe ermittelt: Auf einer Por- 
zellanplatte gibt ein Tropfen einer 5°/ igen Ferricyankaliumlösung 
mit einem Tropfen der zu titrierenden Flüssigkeit versetzt, bei 
einem minimalen Überschuß freier Ferroammoniumsulfatlösung 
eine Blaufärbung. 

Bei der Feststellung der Titerwerte wurde von einem ab- 
soluten Alkohol (Kahlbaumsches Präparat) ausgegangen, von 
dem eine 2°/ „ige bzw. 1°/ ige Lösung ‚hergestellt wurde. Zu- 
nächst wurde der Titerwert der Kaliumbichromatlösung zur Ferro- 
ammoniumsulfatlösung festgelegt, was bei der leichten Veränder- 
lichkeit der Ferroammoniumsulfatlösung jeden zweiten Tag ge- 
schehen mußte. Die Kaliumbichromatlösung, sowie die schwachen 
Alkohollösungen waren in ihrem Titerwert sehr beständig, so 
daß nur nach der Herstellung einer neuen Lösung der Titer 
neu ausgewertet werden mußte. 

Die zur Prüfung der Methode vorgenommenen Analysen 
ergaben bei der Destillation bekannter Alkoholmengen folgende 
Werte: 





Destillierter Gefundener Verlust an abs. . 
Versuch | Alkohol Alkohol | ho | Alkohol 


























1 25 cem 2%/, L | 24,71 ccm 2°/,, L 0,00058 ccm 
2 10 1% n»n | 99 „ 1% „ | 9941 | 0,0006 „ 
3 10 9,93 „ 1% „ | 99,3 0,0007 „ 
4 n | 9,86 „ 1° „ | 98,6 0,0014 „ 
5 „| 982. 1% „1982 | 0,0018 „ 
6 „980 „ Ih p | 98,2 0,0018 „ 
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Durchschnittlich ergibt das einen Verlust von 0,0012 ccm Al- 
kohol oder bei 10 ccm einer 1°/,igen Lösung 1,2°/, des über- 
destillierten Alkohols. 

Die Analysen bekannter, Organbreien zugesetzter Alkohol- 
mengen, die zur weiteren Prüfung der Methode vorgenommen 
wurden, führten, wie im folgenden auseinandergesetzt werden 
wird, in medias res unserer ersten Fragestellung nach der 


Oxydation des Alkohols durch Organbreie von Tieren, die 
nicht mit Alkohol gefüttert waren. 


Setzt man zu 20g feingewiegter Tierleber, die mit 10 ccm 
dest. Wasser aufgeschwemmt wird, eine bestimmte Menge Al- 
kohol, so gelingt es nicht, den Alkohol völlig wieder zurück- 
zugewinnen. 

Die Leber wurde um 8 Uhr morgens vom Fleischer bezogen und 


stammte von Tieren, die am selben Morgen um 4 bis 5 Uhr in der Frühe 
geschlachtet waren. 


en hl Leber vom = g Anann basissen IE 











1 25 cem 2/0 20,2 ccm 2 00 80,8 
2 25 » 20o 21,15 n 2%, 84,6 
3 25 n 2o 20,1 n 2% 1804 
4 10 » 1% 8,87 » 1°% 88,7 
ð 10 » 1% 9,89 n 1% 98,9 
6 10 » 1% 9,7 n» 1°% 97,0 
7 10 » 1% 8,8 n 1% 88,0 
8 25 n» 20 22,6 n»n 2% |) 90,4 
9 10 n» 1% 918» 1%, |918 





Durchschnittlich gibt das einen Verlust von 0,00738 ccm 
Alkohol oder bei einem Zusatz von 10 cem einer 1°/,igen Lö- 
sung 7,38°/,. 

Zunächst lag es wohl nahe, diesen Verlust auf eine Un- 
zulänglichkeit in der Technik zu beziehen, zumal wenn man 
die Resultate Pringsheims zum Vergleiche heranzieht, dessen 
Analysenfehler zwischen 0,4 und 1,0°/, des den Organbreien 
zugesetzten Alkohols schwankt. Pringsheim bringt in seiner 
Tabelle unter seinen Organanalysen nur einen einzigen Versuch, 
in dem er den Alkohol aus Leber zurückzugewinnen sucht, 
und es ist bemerkenswert, daß gerade da der Analysenfehler 
im Vergleich zu den Destillationen aus Muskel oder Blut relativ 
groß ist. Bei den vielen Versuchen, die ich gerade mit Leber- 
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breien vornahm, finden sich auch einige, bei denen ich 100°/, 
und fogar mehr des zugesetzten Alkohols wiedergewinnen konnte; 
doch möchte ich dieses Resultat auf eine gewisse im Organ 
von vornherein vorhandene Menge Alkohols beziehen, die 
Pringsheim auch nachweist. 

Trotz aller Versuche konnte ich für den Alkoholverlust bei 
der Destillation aus Leberbreien eine Fehlerquelle in meiner 
Technik nicht aufdecken. 

Zum Beweise dafür, daß die Verluste aus der Qualität des 
Materials zu erklären sind, mögen folgende Versuche heran- 
gezogen werden: Von der Leber eines Tieres werden zweimal 
20 g abgewogen, mit der gleichen Menge Alkohols versetzt und 
gleichzeitig destilliert, was durch die doppelt angelegte Appara- 
tur unter gleichen Bedingungen vorgenommen werden konnte. 





Versuch | Leber vom 





i 10 (19/,) 
3—4 [Ochsen . .;20] 10(1%,) 
5—6 Kaninchen . |20 | 10 (1°/,) 
7—8 | Kaninchen . | 20: 10(1°/,) 


Der wirkliche Analysenfehler beträgt also durchschnittlich 
0,0011 cem Alkohol oder bei 10 ccm einer 1°/ igen Lösung 1,1°/,, 
ein Fehler, der den bei der Destillation einer reinen Alkohol- 
lösung nicht übertrifft. 

Somit beruht der Verlust bei der Destillation von Alkohol 
aus Leberbreien von Tieren, die nicht mit Alkohol gefüttert 
waren, auf einer Zerstörung des Alkohols durch die Leber wäh- 
rend des Destillationsprozesses selbst, und so war es die nächste 
Aufgabe, durch geeignete Versuchsanordnung dem Wesen dieser 
Zerstörung näher zu kommen. 

Nachdem festgestellt war, daß — wie die letzte Tabelle 
zeigt — unter gleichen Bedingungen verarbeitete Leberbreie 
die gleiche Menge Alkohol zerstören, versuchte ich, ob nicht 
Leberbreie des gleichen Tieres, die unter verschiedenen Be- 
dingungen angesetzt, unter gleichen Bedingungen aber analysiert 
wurden, gesetzmäßige Differenzen in ihrem Alkoholgehalt zeigten. 
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Einfluß des Sauerstoffes auf die Alkoholzerstörung. 


Battelli und Stern gehen in ihren Versuchen von der 
Tatsache aus, daß Leberbrei mit Alkohol versetzt Sauerstoff 
verbraucht, und berechnen aus der Menge des verbrauchten 
Sauerstofies die Menge des zerstörten Alkohols. 

Um den Einfluß des Sauerstoffes in dem Prozesse zu stu- 
dieren, benutzte ich zunächst einen Brutschrank mit einer 
Temperatur von 37°, in dem eine Schüttelvorrichtung ein- 
gebaut war. Zwei Portionen eines Leberbreies werden in die 
Destillationskolben gefüllt und mit derselben Menge Alkohols 
versetzt. 

Die Destillationskolben sind mit ihren Aufsätzen (d) ver- 
sehen, an denen ein kleiner Schlauch angebracht ist, der mit 
einer Klemme zugequetscht ist, so daß später zur Destillation 
dieselben nur mit den Kühlern verbunden und die Klemmen 
gelöst zu werden brauchen. 

Der eine Kolben wird in den Schüttelapparat, der andere 
einfach in den Brutschrank gestellt. Die Kolben verbleiben 
2 Stunden im Brutschranke. 










Zugesetzter Gefundener Alkohol 


Versuch | Leber vom Alkohol 





100 


Rind .. . j 20 
'20 100 


3—4 |Rind ... 


Der Einfluß der steten Vermengung mit der Luft ist hier- 
bei deutlich. Daß trotz des Schüttelns und der Erwärmung 
eine Lockerung des Gummistopfens und dadurch ein Verlust 
von Alkohol ausgeschlossen ist, beweist ein Vergleichsversuch: 
100 cmm Alkohol werden 2 Stunden bei 37° geschüttelt; bei 
der Analyse werden 99,9 cmm Alkohol wiedergefunden. 

Um die Sauerstoffwirkung zu erhöhen, wird aus einer 
Sauerstoffbombe in beide Destillationskolben reiner Sauerstoff 
eingeleitet, und beide Kolben werden 2 Stunden in die Schüttel- 
vorrichtung gestelit. 
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Gefundener |Zerstörter 
Alkohol Alkohol 


%o 







Versuch | Leber vom 








cmm 







Kaninchen . 







lb Kaninchen . 
2a Rind .. . 
2b Rind . . .!20 


Man findet einen sehr großen Verlust an Alkohol. Daß 
derselbe dem Zusatz von Sauerstoff zuzuschreiben ist, beweist 
folgender Versuch: | 


— 






Gefundener Alkohol 
2 Std. geschüttelt 
mit O, | ohne 0, 











Zugesetzter 


Differenz 
Alkohol 


Versuch | Leber vom | g 


cmm cmm cmm T 
1-2 [Rina . . . |20] 100 | 78,9 | 87,2 | 8,3 


Weiterhin wurde in den einen Kolben Sauerstoff, in den 
anderen Kohlensäure geleitet. Es ergaben sich hierbei folgende 
Resultate: 


Wiedergefundener 


Zugesetzter Alkohol ; 
Versuch | Leber vom | g Alkohol 2 Std. geschüttelt | Differenz 


mit O, | mit CO, 
cmm | cmm "i 





1—2 |Rind .. 120 100 84,4 94,0 9,6 
4 Ina 100 100 755 958 | 203 


Gerade hier ist die Wirkung des Sauerstoffes deutlich zu 
beobachten, da bei Gegenwart von Kohlensäure die Zerstörung 
von Alkohol fast gehemmt erscheint; der geringe Verlust von 
durchschnittlich 5,2°/, bei Gegenwart von Kohlensäure — gegen 
20,1°/, bei Gegenwart von Sauerstoff — ist wohl auf die im 
Organ selbst vorhandene Menge Sauerstoff zurückzuführen. 

Zusammenfassend kann man also sagen, daß bei der Zer- 
störung von Alkohol durch Leberbrei die Gegenwart von 
freiem Sauerstoff notwendig ist, daß es sich also um einen 
Oxydationsprozeß handelt. 
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Bei den zuletzt mitgeteilten Versuchen mit Kohlensäure 
sind wir schon in ein weiteres Gebiet unserer Aufgabe, dem 
Wesen dieser Alkoholzerstörung näher zu kommen, gelangt, der 
Frage nach der 


Hemmung des alkoholzerstörenden Prozesses. 

Es wurde die Frage aufgestellt, ob es nicht vielleicht 
möglich wäre, durch Bedingungen, die ein Ferment in seiner 
Tätigkeit hemmen, die Alkoholoxydation zu beeinflussen und 
dadurch einen Anhaltspunkt für die Auffassung des Prozesses 
als eines fermentativen zu gewinnen. 

1. Zwei Portionen Tierleber, von denen eine 2 Minuten in 
siedendem Wasser gekocht war, werden mit je 100 cmm Alkohol 
versetzt und 2 Stunden in einer Sauerstoffatmosphäre bei 37° 
geschüttelt. 


| Wiedergefundener 
Zugesetzier Alkohol Differenz 
Versuch | Leber vom | g Alkohol |nicht ge- 
kocht gekocht 
| cmm cmm lo 








Rind 
Kaninchen . 


94,2 21,1 
99,9 17,7 


I= 
3 


| 
Pa oo 


20, 100 73,1 | 
20 | 100 82,2 | 
Gekochte Leber verliert die Fähigkeit, Alkohol 
zu zerstören. 
2. Zu einer von zwei Leberportionen werden 3 ccm einer 
gesättigten Sublimatlösung hinzugefügt. Beide Portionen wer- 
den 2 Stunden in einer Sauerstoffatmosphäre geschüttelt. 





Wiedergefundener 
Zugesetzter Alkohol 
Versuch | Leber vom | g | Alkohol ohne mit | Pifferenz 
HeCl, HgCl, 
cmm | cmm *h 

















1—2 Hammel. io | 77 ‚0 86,8 
3—4 Rind x 20 | 100 80,4 91,3 o. 


Durch Zusatz von Sublimat wird die ME 
Alkohol zu zerstören, deutlich gehemmt. 

3. Zu einer von zwei Leberportionen werden 10 ccm einer 
10°/ igen Cyankaliumlösung hinzugesetzt. Beide Portionen wer- 
den in einer sauerstoffhaltigen Atmosphäre 2 Stunden lang ge- 
schüttelt. 
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Wiedergefundener 
Alkohol 


ohne 
CNK 


cmm 











Zugesetzter 


Alkohol Differenz 









cmm 


Durch Cyankalium, ein starkes Gift für einige 
Fermente, wird die Fähigkeit des Leberbreies, Alko- 
hol zu zerstören, fast völlig aufgehoben. 

3. Einer von zwei Leberportionen werden 10 ccm einer 
10°/ igen Fluornatriumlösung zugesetzt, beide Portionen werden 
2 Stunden lang bei 37° in Sauerstoff geschüttelt. 










l Wiedergefundener 
Zugesetzter Alkohol 


Alkohol ohne 
FNa 


cmm cmm Ola 


1—2 IHammel. .|20 100 84,2 86,3 2,1 
3—4 |Schwein . . |20 100 91,6 89,8 1,8 


Der Zusatz von Fluornatrium hat keinen Einfluß auf den 
Oxydationsprozeß. 

Wenn auch manche Versuche, die zur weiteren Charak- 
terisierung des Vorganges als eines fermentativen Prozesses 
geplant waren, infolge des Krieges unterbleiben mußten, so 
weist doch die Hemmung unter den oben ausgeführten Be- 
dingungen darauf hin, daß bei der Zerstörung des Alkohols 
durch Tierleber ein Ferment wirksam ist, und zwar eine 
Oxydase, wie die Versuche mit Sauerstoff und mit Kohlen- 
säure lehren. 








Versuch | Leber vom | g Differenz 











Versuche zur Isolation des Fermentes. 


Versuche, die feststellen sollten, ob sich das Ferment aus 
der Leber isolieren ließe, führten zur Darstellung des Leber- 
preßsaftes. Leber wird fein gehackt, mit Kieselgur durchknetet 
und unter der Buchnerschen Presse gepreßt. Unter dem Mi- 
kroskop konnten in dem Preßsaft keine Leberzellen mehr ge- 
funden werden. 10 ccm des Preßsaftes werden mit 100 cmm 
Alkohol versetzt und 2 Stunden bei 37° mit Sauerstoff ge- 
schüttelt. 
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Preßsaft Zugesetzter | Wiedergefundener 


Versuch | (Rindsleber) Alkohol Alkohol 
ccm cmm cmm 
1 10 100 87,3 
2 10 100 86,5 
3 10 100 88,7 





Der Preßsaft zerstört durchschnittlich 12,5%), des zuge- 
setzten Alkohols. 

Daß nicht das im Preßsaft enthaltene Serum der Träger 
des Fermentes ist, beweisen Versuche mit frischem Kaninchen- 
serum, das, mit Alkohol versetzt, bei 37° 2 Stunden in 
Sauerstoff geschüttelt wurde. 









Blutserum Zugesetzter a Verlust 
Versuch nn Alkohol Alkohol 











cmm 
1 Kaninchen . 10 100 99,4 0,5 
2 Kaninchen . 10 100 99,7 0,3 


Das Serum enthält kein Ferment. 

Um ein haltbares Trockenpräparat der wirksamen Substanz 
zu erhalten, wurden 10 ccm des wirksamen Rinderleberpreß- 
saftes bei 50° im Vakuum getrocknet. Das Pulver wird mit 
100 ccm Alkohol versetzt und bei 37° 2 Stunden mit Sauer- 
stoff geschüttelt. Es wurden 98,7 ccm Alkohol wiederge- 
wonnen. Durch Trocknen bei 50° wurde also das Ferment 
zerstört. 

Ein anderer Weg, um ein Trockenpräparat zu erhalten, 
war das Trocknen des Preßsaftes bei Zimmertemperatur durch 
den Luftstrom eines „Faustapparates“. Aus einer Pferdeleber 
werden 19 ccm Preßsaft gewonnen und im Faustapparat ge- 
trocknet. Es wurden 5,06 g Pulver gewonnen, das im Vakuum 
über Schwefelsäure aufbewahrt wurde. Das Pulver wurde 
ebenso wie der frische Preßsaft verarbeitet. 


Zugesetzter | Wiedergefundener 
Versuch Pulver Alkohol Alkohol 
g cmm cmm 











1 1,265 91,5 
2 1,265 92,9 
3 1.265 90.4 
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Durch 1,265 g des Pulvers werden 8,4°/, des zugefügten 
Alkohols zerstört. 

Ein Versuch, aus dem wäßrigen Extrakt von Rinderleber 
durch Fällung mittels Alkohol und nachherigem Trocknen im 
Faustapparat ein wirksames Pulver zu erhalten, führte zu 
keinem Resultate. 

Wie schon oben bemerkt, wurde ich durch den Ausbruch 
des Krieges in meiner Arbeit unterbrochen und dadurch eine 
ausgedehntiere Durcharbeitung der gewonnenen Resultate ver- 
eitelt. So zum Beispiel fehlt die Bestimmung des Optimums 
der Reaktion und der Temperatur und anderes mehr. Trotz- 
dem glaube ich, durch die angeführten Versuche die Existenz 
eines Alkohol oxydierenden Fermentes in der Leber von Tieren, 
die nicht mit Alkohol gefüttert waren, nachgewiesen zu haben. 
Versuche mit anderen Organen ergaben zum Teil kein Resultat, 
wie der oben angeführte Versuch mit Blutserum eines Kanin- 
chens, zum Teil waren die Ausschläge so gering, daß sie nicht 
verwertet werden konnten. 


Oxydation des Alkohols durch Leberbreie von Kaninchen, 
die an Alkohol gewöhnt wurden. 


Die Gewöhnung der Kaninchen an Äthylalkohol. 

Im ganzen wurden 10 Kaninchen an Alkohol gewöhnt. 
Der Alkohol wurde in 30 und 40°/ iger Lösung mittels einer 
Pravazspritze durch eine Schlundsonde den Tieren vorsichtig 
in den Magen gespritzt. Es wurde mit 2 ccm absoluten Alkohols 
pro Tag und Kilo begonnen und langsam aufsteigend bis zu 
Dosen von 8 bis 8,5 ccm — in einem Falle (Kaninchen Nr. 3) 
bis zu 10 ccm pro Tag und Kilo — geschritten. Die hohen 
Dosen wurden wegen der großen Flüssigkeitsmengen in zwei 
Portionen innerhalb einer halben Stunde gegeben. Jede Dosis 
wurde 3mal gegeben und zu einer höheren Dosis geschritten, 
wenn das Tier, das bei den höheren Dosen manchmal eine 
Gewichtsabnahme zeigte, sich wieder erholt hatte. Die Ge- 
wichteabnahme möchte ich weniger auf eine allgemeine Schä- 
digung, als auf eine verminderte Freßlust zurückführen, da 
sich bei der Sektion der Tiere häufig eine katarrhalische Hyper- 
trophie der Magenschleimhaut fand. 

Über den Grad der Gewöhnung selbst ließ sich bei meinen 
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Versuchen ein scharf umrissenes Bild nicht gewinnen. Die ob- 
jektive Reaktion der einzelnen Tiere auf gleich hohe Alkohol- 
gaben war nicht gleichmäßig genug. Im allgemeinen kann man 
sagen: Dosen von 2 bis 4 ccm Alkohol werden anstandslos ver- 
tragen, bei 5’ ccm zeigt sich eine gewisse Erregung (Unruhe, 
gesteigerte Libido). Bei 6 bis 8 ccm treten Erscheinungen von 
Schlappheit, dann Lähmung der Extremitäten und Taumeln 
bis zur völligen Narkose auf, die in ihrer größten Tiefe 2 bis 5 
Stunden dauert. Immerhin war bei einem Kaninchen (Nr. 3) 
nach einer häufig gegebenen Tagesdosis von 8,5 ccm Alkohol 
pro Kilo nur eine leichte Ermüdung und Herabsetzung der 
Reizbarkeit zu konstatieren. Es zeigt sich auch im Tierexperi- 
ment, daß der eine Organismus mehr, der andere weniger „ver- 
trägt“. Einen Todesfall in der Narkose habe ich nicht beob- 
achtet. Über 10 ccm Alkohol pro Dosis bin ich nicht hinaus- 
gegangen, da es mir nicht darauf ankam, die letale Dosis fest- 
zustellen. | 

In der Literatur über die experimentelle Gewöhnung an 
Alkohol (vgl. die Arbeit von R. A. P. Rosenfeld) finden sich 
auch keine bestimmten Angaben über den Grad der erreichten 
Gewöhnung. Ich glaube, daß das damit zusammenhängt, daß 
bei Kaninchen die ersten Anfänge der Alkoholwirkung, die 
sich in den höheren Zentren der Großhirnrinde abspielen, ob- 
jektiv nicht nachweisbar sind, und daß unsere Beobachtungen 
erst da beginnen, wo die schwer toxischen Wirkungen einsetzen. 
Trotzdem kann man wohl bei den täglichen Einwirkungen von 
Dosen, die auf einen ausgewachsenen Menschen von 75 Kilo 
Körpergewicht berechnet, einem täglichen Konsum von ca. 1'/, Liter 
eines 50°/ igen Alkohols entsprechen, und die wochenlang ohne 
Schädigung des Allgemeinbefindens gegeben wurde, von einer 
Gewöhnung sprechen. 

Die Sektion ergab bei den Kaninchen Nr. 1 und 5 eine eitrige 
Perikarditisund Pleuritis, sowie multiple Abscessein beiden Lungen. 
Die bakteriologische Untersuchung des Eiters ergab keinen An- 
haltspunkt für eine spezifische Infektion. Rosenfeld beschreibt 
in seiner Arbeit bei 4 Kaninchen, die lange mit Alkohol ge- 
füttert waren, den gleichen Sektionsbefund, desgleichen Kr61l'). 


1) Król, Arch. f. Pharm. u. Pathol. 72, 1913. 
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Kaninchen Nr. 8 wurde, nachdem es tags zuvor noch 8 ccm 
Alkohol pro Kilo erhalten hatte, am andern Morgen tot auf- 
gefunden. Bei der Sektion fand sich in der Bauchhöhle eine 
schmutzigbraune Flüssigkeit, die stark sauer reagierte. Der 
Magen war völlig maceriert, die Leber stark angedaut. Die 
Leber war reich an flüchtigen, reduzierenden Stoffen. Es handelt 
sich hier wohl um eine Perforation des Magens. Bei den 
meisten Kaninchen fand sich eine stark hypertrophische Magen- 
schleimhaut, sowie eine hochgradige Hyperämie der Darmgefäße. 
Ob die schon makroskopisch sichtbaren arteriosklerotischen 
Veränderungen der Aorten der beiden Tiere Nr. 3 und 8 auf 
der reichlichen Zuführung von Alkohol beruht, möchte ich nicht 
entscheiden. Auffallend ist dieser Befund gerade bei den Tieren, 
die am meisten Alkohol erhalten hatten. (Im ganzen 217,5 ccm 
und 338 ccm Alkohol) In den Lebern konnte mikroskopisch 
eine cirrhotische Veränderung nicht nachgewiesen werden. 


Oxydation des Alkohols durch die Leberbreie von Tieren, 
die an Alkohol gewöhnt waren. 


Die Leber der an Alkohol gewöhnten Tiere wurde in gleicher 
Weise verarbeitet wie die der anderen Tiere. 3 bis 4 Tage nach 
Darreichung der letzten Alkoholdosis — einer Zeit, die nach 
den Arbeiten von Pringsheim und Schweisheimer sicher 
genügt, um den Alkohol völlig aus dem Organismus verschwinden 
zu lassen — wurden die Kaninchen durch Schnitt in die Carotis 
getötet. Die Leber der von selbst gestorbenen Tiere wurde 
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ebenfalls verarbeitet. Die Leber wurde sofort nach dem Tode 
in Portionen zu 20 (15)g bei 37° geschüttelt. 





Kaninchenleber zuges. Alkohol wiedergef. Alkohol 


Versuch 
Nr. g cmm cmm 





TB DND ID = m 


1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
0 





u 


20 g Leber von Kaninchen, die an Alkohol gewöhnt waren, 
zerstört durchschnittlich 14,1°/, des zugesetzten Alkohols. 

Die Leber von Kaninchen, die nicht an Alkohol gewöhnt 
sind, gibt bei der Alkoholzerstörung folgende Werte: 


Versuch | Kaninchenleber zuges. Alkohol | wiedergef. Alkohol 
g cmm cmm 

1 20 100 84,3 

2 20 100 82,4 

? 20 100 80,4 


Irgendein Befund, der für eine stärkere Ferment- 
tätigkeit der Leberbreie von Kaninchen, die an hohe 
Alkoholdosen gewöhnt sind, spräche, konnte mit meiner 
Versuchsanordnung nicht erhoben werden. 

Ich will nur kurz bemerken, daß frisches Blutserum, so- 
wie defibriniertes Blut, das kurze Zeit nach der Darreichung 
hoher Alkoholgaben von gewöhnten Tieren gewonnen wurde, 
keine Fermentwirkung zeigten. 

Stellt man die Feststellung Pringsheims, daß der ge- 
wöhnte Organismus mehr Alkohol zerstört, als der nicht ge- 
wöhnte, mit meinem Befunde zusammen, nach dem die Organ- 
fermente des gewöhnten Organismus keine erhöhte Wirksamkeit 
zeigen und das Blutserum gewöhnter Tiere ebenfalls uicht 
Alkohol zerstört, so ergibt sich daraus von neuem die Frage- 
stellung, dem Mechanismus der erhöhten Alkoholzerstörung nach- 
zugehen. Wenn auch erst durch weitere Untersuchungen völlige 
Klärung zu erwarten ist, so ist doch bereits der Kreis der 
Möglichkeiten eingeschränkt. 
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Die Alkoholoxydase der Leber ist näher charakterisiert 
und kann als Trockenpräparat für spezielle Untersuchungen 
herangezogen werden. Mit einem derartigen Fermentpräparate 
wird die sich an die Arbeit von Rudolf A. P. Rosenfeld 
anschließende Frage geprüft werden können, ob das Ferment 
auch Methylalkohol angreift. 

Zur Literatur: Ich verweise auf die Arbeiten von 
Pringsheim, Rosenfeld und Schweisheimer, wo die ge- 
samte einschlägige Literatur zu finden ist. Für die letzten 
zwei Jahre fand ich im Biochemischen Centralblatt keine in 
Frage kommende Arbeit angezeigt. 


Zusammenfassung. 


1. Der Leberbrei von Tieren, die nicht an Alkohol ge- 
wöhnt sind, zerstört Alkohol bei 37° Temperatur und bei Gegen- 
wart von Sauerstoff. 

2. Das Kochen der Leber, sowie E hemmen 
die Fähigkeit der Leber, Alkohol zu zerstören. Es handelt sich 
also um ein Alkohol zerstörendes Ferment (Alkoholoxydase). 

3. Aus dem Preßsaft der Leber läßt sich durch Trocknen 
bei Zimmertemperatur im Luftstrom ein wirksames Pulver ge- 
winnen. 

4. Der Leberbrei von Tieren, die an hohe Alkoholdosen 
gewöhnt sind, zerstört ebenfalls Alkohol, bei der getrof- 
fenen Versuchsanordnung jedoch nicht mehr, als der 
nicht gewöhnter Tiere. 
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Über den Einfluß der Wasserstoffionen auf die 
Wirksamkeit der Malzdiastase. 


Von 
Ludwig Adler. 


(Aus dem Laboratorium zur Förderung des Braugewerbes an der 
kgl. Akademie Weihenstephan.) 


(Eingegangen am 21. Juli 1916.7 
Mit 2 Figuren im Text. 


Durch mehrfache Veröffentlichungen wurde in den letzten 
Jahren darauf hingewiesen, welch großen Einfluß die Wasser- 
stoffionenkonzentration auf die Wirksamkeit der meisten Fer- 
mente auszuüben vermag. An erster Stelle sind hier die 
Arbeiten von S.P.L.Sörensen!) über die Wirkungsbedingungen 
von Katalase und Pepsin zu erwähnen. Nicht minder wichtige 
Ergebnisse lieferten die diesbezüglichen Studien von L. Micha- 
elis?) über Trypsin und Invertase, die er größtenteils gemein- 
sam mit A.Davidsohn ausführte. Die neuesten Untersuchungen 
von L. Michaelis und H. Pechstein?) befaßten sich mit der 
Aufklärung der Wirkungsbedingungen der Speicheldiastase und 
bilden so eine wichtige Ergänzung zu den früheren Arbeiten 
W. E. Ringers*), der den Einfluß der Reaktion auf die Ptyalin- 
wirkung beobachtete. 


1) S. P. L. Sörensen, Über die Messung und die Bedeutung der 
Wasserstoffionenkonzentration bei enzymatischen Prozessen. Diese Zeitschr. 
21, 131, 1909; 22, 352, 1909. Ebenso: Compt. rend. du Labor. de Carls- 
berg 8, 1, 1909; ebenso Asher und Spiro, Ergebnisse der Physiologie 
12, 393, 1912. 

2) L. Michaelis und A. Davidson, diese Zeitschr. 36, 280, 1911; 
35, 386, 1911. 

3) L. Michaelis und H. Pechstein, diese Zeitschr. 59, 77, 1914. 

1) W. E. Ringer, Zeitschr. f. physiol. Chemie 87, 484, 1913. 
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Während demnach bei der Speicheldiastase die Frage über 
den Einfluß der Wasserstoflionenkonzentration auf ihre Wirk- 
samkeit als geklärt bezeichnet werden kann, finden wir von 
den genannten Forschern, sowie auch sonst, das die Brauwissen- 
schaft am stärksten interessierende Enzym, die Malzdiastase, 
in dieser Hinsicht ziemlich vernachlässigt. L. Michaelis!) 
stellte nur elektrische Überführungsversuche mit Malzdiastase 
an und erkannte dabei ihren amphoteren Charakter. Von 
S. P. L. Sörensen’) finden wir eine Berechnung der optimalen 
Wasserstoffionenkonzentration für Malzdiastase, wobei er sich 
auf die Angaben anderer Forscher stützt. So erwähnte schon 
im Jahre 1869 E. Leyser?) als Erster, daß durch eine ganz 
kleine Menge von zugesetzter Schwefelsäure die Diastasewirkung 
erhöht werden kann. Genauere Untersuchungen über diese 
Frage stellte dann J. Kjeldahl‘) an. Er wies experimentell 
nach, daß ganz geringe Säuremengen — er verwendete neben 
Schwefel-, Salz-, Salpeter- und Phosphorsäure auch Ameisen-, 
Essig-, Butter- und Milchsäure — die Amylasetätigkeit be- 
günstigen. Durch eine Erhöhung der Säurezugabe trat jedoch 
bald eine deutliche Schädigung des enzymatischen Prozesses ein. 
Ein Zusatz von Alkalien ergab selbst bei den kleinsten Mengen 
sogleich eine starke Beeinträchtigung der fermentativen Kraft. 
Den wesentlichsten Teil zur Klärung dieses Gegenstandes trugen 
die Arbeiten von A. Fernbach°) und J. Wolff®) bei. Es konnte 
nachgewiesen werden, daß das von Kjeldahl angegebene 
Säureoptimum genau der Menge an Säure entspricht, die not- 
wendig ist, um in einem Malzauszug die vorhandenen sekun- 
dären Phosphate vollständig in primäre überzuführen. Dadurch 
erzielt man gleichzeitig eine gegen Methylorange neutrale Re- 


1) L. Michaelis, diese Zeitschr. 17, 231, 1909. 

2) 1. e. , 

s) E. Leyser, Der bayerische Bierbrauer 4, 30, 1869. 

4) J. Kjeldahl, Meddelelser fra Carlsberg Laboratoriet 1, 171, 
1879; Zeitschr. f. d. gesamte Brauwesen 3, 186, 1880. 

s) A. Fernbach, Compt. rend. de l’Acad.d. Sc. 142, 285, 1906; 
Ann. de la Brasserie et de la Distillerie 1911, 217; Zeitschr. f. d. ges. 
Brauwesen 34, 359, 1911. 

©) A. Fernbach und J. Wolff, Compt. rend. de l’Acad. d. Sc. 143, 
380, 1907. 
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aktion. Setzt man aber anderseits einem Malzauszug Alkalien 
zu, so gehen die primären Phosphate in sekundäre über. Eine 
vollkommene Umwandlung in diesem Sinne ist erst erreicht, 
wenn der Phenolphthaleinindicator sich zu röten beginnt. Des- 
halb schreibt Fernbach dem primären Phosphat einen be- 
günstigenden, dem sekundären Phosphat dagegen einen schädi- 
genden Einfluß auf die Diastasetätigkeit zu. Da die Methyl- 
orangeneutralität von Sörensen einer Wasserstoffionenkonzen- 
tration von py = etwa 4,5 gleichgesetzt wird, bezeichnet dieser 
Forscher auf Grund der eben angeführten Ergebnisse Fern- 
bachs diese Zahl als die optimale Wasserstoffionenkonzentration 
für die Malzamylase. 

Vorliegende kleine Arbeit machte es sich nun zur Auf- 
gabe, den Einfluß der Wasserstoffionen auf die Wirksamkeit der 
Malzdiastase zu beobachten. Dabei sollte der Punkt der besten 
Wirksamkeit durch einfache Versuche aufgefunden werden. 
Gleichzeitig wollten wir auch die genauen Grenzwerte für die- 
jenigen Wasserstoff- bzw. Hydroxylionenkonzentrationen ermit- 
teln, bei denen gerade die enzymatische Tätigkeit zum Stillstand 
gebracht werden kann. | 

Sörensen spricht in der erwähnten Arbeit!) die auch 
von uns von vornherein geteilte Meinung aus, daß die ganze 
Frage der fördernden bzw. hemmenden Wirkung in bezug auf 
die Diastasetätigkeit bei Zugabe von Säure bzw. Alkali zu 
einem Malzauszug auf den Einfluß der Wasserstoflionen, die 
durch Säuren vermehrt, durch Alkalien vermindert werden, 
zurückgeführt werden muß. Dadurch ergibt sich eine wesent- 
liche Vereinfachung der ganzen Sachlage, da jetzt nicht mehr 
die Wirkung aller einzelnen Arten von Säuren bzw. Alkalien, 
sondern nur noch deren Dissoziationsgrad zu berücksichtigen 
ist. Wir werden im folgenden sehen, wie weit diese Ansicht 
von unseren Versuchen bestätigt wird. 

Bei allen unseren Untersuchungen gelangte ein Diastase- 
präparat zur Anwendung, das wir uns aus möglichst lang- 
gewachsenem Brauereimalz nach den Angaben von C. J. Lint- 
ner?) durch Ausfällung eines Malzauszugs in der Kälte mit 


1) 1. o. 


2) C. J. Lintner, Journ. f. prakt. Chemie. Neue Folge. 84, 378; 
86, 481, 1886/87; Zeitschr. f. d. ges. Brauwesen 9, 474, 1886; 11,7, 1888. 
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starkem Alkohol hergestellt hatten. Durch Wiederauflösen des 
entstandenen Niederschlages in Wasser und neuerliches Fällen 
mit Alkohol, welcher Vorgang einigemal wiederholt wurde, sowie 
durch eine kurze Dialyse wurden die anorganischen Verunreini- 
gungen möglichst entfernt. Das mit einem Alkoholäthergemisch 
und darauf an der Luft getrocknete Pulver enthielt jedoch 
noch immer eine gewisse Menge an Asche, worunter sich als 
Hauptbestandteil Phosphorsäure befand. Es ergab sich bei der 
Analyse etwa 1,2°/, P,O, auf lufttrockene Diastase berechnet. 

Um während der ganzen Dauer des enzymatischen Ein- 
wirkungsprozesses, dessen Ausführung wir später kennen lernen 
werden, stets die gleiche Wasserstoffionenkonzentration in der 
Lösung gewährleistet zu haben, arbeiteten wir mit Reaktions- 
regulatoren („Puffer“gemischen). Wir stellten zwei verschiedene 
Versuchsreihen an und verwendeten für die erste Reihe ein 
Gemenge von Essigsäure und Natriumacetat und für die zweite 
Reihe ein Gemisch von primären und sekundären Phosphat- 
lösungen. 

Die Benutzung des Essigsäure-Natriumacetat- Regulators 
bietet, wie L. Michaels!) ausführt, den großen Vorteil, daß, 
solange die Menge des Natriumacetates für alle Proben gleich 
groB gewählt wird und nur die Konzentration der freien 
Essigsäure wechselt, sich außer dem Gehalt an Wasserstoffionen 
an der Zusammensetzung der Flüssigkeit nichts ändert. Der 
übrige Ionengehalt der Lösung bleibt praktisch konstant. Dies 
hat seinen Grund darin, daß das Natriumacetat fast vollkom- 
men dissoziiert ist, während die Essigsäure nur zum kleinsten 
Teil in ihre Ionen zerfallen kann. Es kommen deshalb bei 
einem entsprechend hoch gewählten Gehalt an Natriumacetat, 
wodurch sehr viele Acetationen in die Lösung gelangen, die 
durch die elektrolytische Dissoziation der freien Essigsäure noch 
hinzukommenden Acetationen nicht oder wenigstens kaum mehr 
in Betracht. Allerdings läßt sich bei dieser Versuchsanordnung 
nur der Elektrolytgehalt in der Lösung konstant halten, wäh- 
rend die undissoziierten Moleküle mit wachsender Essigsäure- 
menge zunehmen müssen. Doch dürfen wir hoffen, daß die 


1) L. Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration. Verlag Julius 
Springer, Berlin 1914. 
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Wirksamkeit der Malzdiastase, wie dies bei den meisten Enzym- 
gruppen der Fall ist, wenn überhaupt, nur von Ionen beeinflußt 
werden kann. 

Wir schenkten hier nur deshalb der Frage, bei wechseln- 
dem Wasserstoflionengehalt die Menge der übrigen Ionen mög- 
lichst gleich groß zu halten, eine besondere Aufmerksamkeit, 
da wir durch L. Michaelis!) kennen lernten, daß auffallen- 
derweise die Speicheldiastase für sich allein unwirksam ist und 
erst in chemischer Bindung mit Salzen oder deren Anionen 
ihre Tätigkeit entfalten kann. Schon die geringsten Mengen 
von Neutralionen vermochten einen wesentlichen Einfluß aus- 
zuüben. Allerdings durften wir schon von vornherein einen 
gewissen Unterschied in diesem Verhalten zwischen Speichel- 
und Malzdiastase erwarten, da von L. Preti?) nachgewiesen wurde, 
daß die aus Malz gewonnene Diastase-Maltin (Merck) auch 
nach der Dialyse ihre Wirksamkeit beibehält. Bei den tieri- 
schen Diastasen finden wir nämlich die enzymatische Tätigkeit 
nach der Dialyse, wodurch die anorganischen Salze entfernt 
werden, fast auf Null herabgedrückt. Auf die Notwendigkeit 
der Anwesenheit wenigstens geringer Mengen von Neutralsalzen 
für die Betätigung des diastatischen Fermentes hat neben vielen 
andern Forschern besonders auch E. Starkenstein?) aufmerk- 
sam gemacht. 


I. Versuchsreihe., 


Bei der Durchführung unserer Untersuchung hielten wir 
uns an folgende Arbeitsweise: Alle Versuche führte man in 
dünnwandigen 150 ccm-Meßkölbchen durch. In diese Kölbchen 
wurden je 3,75 g lufttrockene, lösliche Stärke eingewogen und 
in heißem Wasser sowie durch kurzes Aufkochen gelöst. Wir 
erzielten so eine 2°/,ige Lösung an Stärketrockensubstanz, da 
die verwendete Stärke nach Analysenbefund 20,05°/, Feuchtig- 
keit enthielt. Die Stärke mußte genau abgewogen werden; 
denn sie vermochte Fehlingsche Lösung ein wenig zu redu- 
zieren. Nach dem Abkühlen der Stärkelösungen setzte man 
ihnen die entsprechende Menge an Pufferkörpern zu. Für die 


1 

Fie: 

2?) L. Preti, diese Zeitschr. 4, 1, 1907. 

3) E. Starkenstein, diese Zeitschr. 24, 210, 1910. 





Einfluß der H-Ionen auf die Wirksamkeit der Malzdiastase. 151 


Hauptversuche benutzten wir eine Mischung von ?/, ọ-Natrium- 
acetatlösung, von der wir je 7 ccm verwendeten, und ?/ „-Essig- 
säure, deren Menge wechselte. Zur Erzielung größerer Wasser- 
stoffionenkonzentrationen gebrauchten wir auch eine "/ „-Salz- 
säure und für größere Hydroxylionenkonzentrationen eine 
n/ o- Natronlauge in Verbindung mit obiger Essigsäure bzw. 
Natriumacetatlösung. Allerdings wurde in diesen Fällen und 
auch in allen Fällen, bei denen die Natriumacetatmenge kleiner 
oder größer als 7 ccm gewählt wurde, neben dem Gehalt an 
Wasserstoffionen auch der der anderen Elektrolyten verändert. 
Doch glaubten wir diesen unvermeidlichen Nachteil um so eher 
in Kauf nehmen zu dürfen, als bei diesen, wie wir später sehen 
werden, vom ÖOptimumspunkt weiter entfernten Proben der 
Einfluß der Neutralionen, wenn überhaupt, nur noch in ver- 
schwindendem Maße in Betracht gezogen zu werden braucht. 
Den so vorbereiteten, auf 20° temperierten Kölbchen setzten 
wir je 15 mg unserer Diastase zu, die in 10 ccm Wasser gelöst 
waren. Zu diesem Zweck hatten wir eine entsprechende Menge 
Diastase genau abgewogen und mit einer entsprechenden Menge 
Wasser in einer Reibschale innigst verrieben. Nach '/, stündigem 
Stehenlassen wurde filtriert und je 10 ccm den Stärkeproben 
zupipettiert. Die Kölbchen wurden nun gut durchgeschüttelt 
und mit Wasser bis fast zur Marke aufgefüllt. Genau 1 Stunde 
ließ man bei 20° den Stärkeabbau vor sich gehen. Nach Ab- 
lauf dieser Zeit stellte man die Proben in ein kochendes Wasser- 
bad von ziemlich großem Inhalt und erhitzte mit starken 
Flammen. Die Proben nahmen nach etwa 2 bis 3 Minuten 
Kochtemperatur an. Man erhitzte auf diese Weise die Versuche 
10 Minuten lang, wodurch jede weitere Enzymtätigkeit sicher 
aufgehoben wurde. Dann wurde abgekühlt, bis zur Marke mit 
Wasser aufgefüllt und filtriert. In je 25 ccm des Filtrates er- 
mittelte man die Menge der entstandenen Maltose durch Re- 
duktion der Fehlingschen Lösung. 

Da die Enzymversuche an verschiedenen Tagen durch- 
geführt werden mußten — es wurden höchstens drei Proben 
nebeneinander angesetzt — waren wir gezwungen, das Ab- 
wägen der Diastase und die übrige Behandlung peinlichst genau 
und gleichmäßig vorzunehmen. Einzelne Versuche stellte man 
zur Kontrolle doppelt an. Die Bestimmung der Maltose durch 
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Reduktion wurde in jeder Probe dreimal ausgeführt, da, wie 
wir unten sehen werden, sich oft nur sehr kleine Unterschiede 
zwischen den einzelnen Versuchen herausstellten. 

Die jeweilige Wasserstoffionenkonzentration wurde nach den 
Angaben von L. Michaelis!) unter Verwendung der ruhen- 
den Wasserstoffatmosphäre gemessen. Auch diese Messung 
wurde doppelt durchgeführt. Trotz sorgfältigster Zusammen- 
stellung des Apparates und Prüfung aller einzelnen Teile gelang 
es uns nicht, genau die von S. P. L. Sörensen!) angegebenen 
Wasserstoffzahlen für seine Puffermischungen zu erhalten. 
Unser Apparat lieferte stets etwas saurere Werte. So ergab 
ein Lösungsgemisch von 1 Teil !/, mol. sekundärem Phosphat 
mit 4 Teilen '/,, mol. primärem Phosphat eine Wasserstoflionen- 
konzentration von pø = 6,16 statt 6,24 nach Sörensen. 
Dieser Unterschied von pş: = — 0,08 bleibt sich so ziemlich 
für größere und kleinere Wasserstoffionenkonzentrationen gleich. 
Ein Gemisch von 0,5 Teilen sekundärem mit 9,5 Teilen pri- 
märem Phosphat obiger Konzentrationen zeigte in unserem 
Apparat ein Pyg: = 5,50 statt 5,59 nach Sörensen. Allerdings 
arbeitet Sörensen mit strömendem Wasserstoffgas. Erwähnt 
sei auch die Tatsache, daß sich in manchen Proben nur 
schwierig die genaue Wasserstoffionenkonzentration ermitteln 
ließ, da der Nullpunkt trotz Verwendung eines äußerst emp- 
findlichen Mikroamperemeters sich nur unscharf einstellen ließ. 
Daran trägt scheinbar der hohe Stärkegehalt der Lösung die 
Schuld; denn die reine 2°/ ige Stärkelösung bereitete in dieser 
Hinsicht die größten Schwierigkeiten. Immerhin ließ sich bei 
einiger Übung auch in diesen ungünstigsten Fällen eine Ge- 
nauigkeit von py- — +0,02 erreichen, was für unsere Zwecke 
als vollkommen ausreichend bezeichnet werden kann. 

Die bei obiger Versuchsanordnung gewonnenen Ergebnisse 
sind in Tabelle I zusammengestellt. 

Die Zahlen, die in Reihe 3 der Tabelle eingetragen wurden, 
geben die Mittelwerte Kupferoxyd in Milligramm an, die bei 
der Einwirkung von je 25 ccm der unverdünnten Enzymproben 
auf die Fehlingsche Lösung erhalten wurden. Diese Werte 
in Maltose umgerechnet finden sich in Reihe 4. Da die ver- 


Nie 
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Tabelle I. 


Maltosebildung bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentra- 
tionen unter Verwendung des Aocetatpuffers. - 





1 2 3 | 4 5 6 
Erhalten aus 25ccm| Maltose Wirk- 
Lösung entstanden | samkeit 
Zugesetztes Reagens PE aus 2g Trok-]| der 
CuO kenstärke i 
mg 





10 cem */,.- Essigsäure 





10 com °/,.- Essigsäure 

+ 15 cem ®/, HCl. . . | 2,14 27,0 18,2 0,009 
+ 5 cem ?/ HCl. . . | 2,57 32,4 21,9 0,024 
10 cem */,.- Essigsäure 

+ 2,5 com ?/,o. HCl. . . | 3,81 62,6 42,6 0,106 
10 ocm ®/,0-Essigsäure . . | 3,76 136,5 94,6 0,314 
4 ccm ?/,o-Na-Acetat 

-+ 20 com */,o- Essigsäure | 4,19 190,8 133,5 0,470 
7 ccm */,o-Na- Acetat 

+11,5cem ?/ o- Essigsäure | 4,52 194,3 136,0 0,480 
7 cem °?/,o-Na-Acetat 

+ 7 cem "/ o- Essigsäure | 4,70 195,7 137,1 0,484 
7 cem ”?/io-Na- Acetat 

+6 cem */,o- Essigsäure | 4,76 197,6 138,4 0,490 
7 com ?/,o- Na-Acetat 

-+ 4,2 cem ®/,o-Essigsäure | 4,87 200,8 140,7 0,499 
7 ccm °/,o- Na-Acetat 

+ 4 ccm "/,o-Essigsäure | 4,94 200,3 139,6 0,494 
7 ccm ®/,.-Na-Acetat 

-+ 3 ccm "/,o-Essigsäure . | 5,05 195,1 136,6 0,482 
7 com ?/ o- Na-Acetat 

+ 2,1 cem ?/,ọ-Essigsäure | 5,16 195,6 137,0 0,484 
7 ccm ?/io-Na-Acetat 

+ 1 cem ?/,o-Essigsäure | 5,48 185,2 129,6 0,454 
10 ccm ?/io Na-Acetat . . | 5,99 171,5 119,6 0,414 
10 cem ?/ o- Na- Acetat 

+ 0,75 ccm ?/ o NaOH . | 6,68 127,8 88,4 0,290 
10 ccm %/,o-Na- Acetat 

-} 1,25 ccm */,o-Na0OH . | 7,25 32,4 21,9 0,024 
10 ccm ®/,o-Na- Acetat 

+ 2 cem ?/,o NaOH . . | 8,06 23,7 16,0 — 
10 cem "”/io-Na-Acetat 

-+ 5 cem ”/ o- NaOH . . 19,62 26,2 17,7 0,007 1,4 


wendete Stärke, wie erwähnt, allein schon eine kleine redu- 
zierende Wirkung auf Fehlingsche Lösung ausübte, sind die 
Zahlen in den Reihen 3 und 4 um diesen Betrag zu hoch. 
Ein Versuch ergab, daß 25 ccm einer Lösung von 3,75 g 
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unserer Stärke in 150 ccm Wasser, die man ebenso wie die 
Enzymproben nur ohne Diastasezusatz behandelte, 23,7 mg 
CuO — 16,0 mg Maltose lieferten. Die Diastase enthielt keine 
reduzierenden Bestandteile; denn aus 25 ccm Stärkelösung, die 
man mit 10 ccm durch Aufkochen enzymgetöteter Diastase- 
lösung versetzt hatte und ebenfalls wie die übrigen Proben 
weiter behandelte, erhielt man fast den gleichen Wert wie aus 
Stärke allein: 23,9 mg CuO = 16,2 mg Maltose. Um den bei 
den verschiedenen Wasserstoflionenkonzentrationen durch die 
Fermentwirkung allein entstandenen Maltosegehalt kennen zu 
lernen, zogen wir von der Gesamtmaltose (Reihe 4) den aus 
der Stärke stammenden Anteil (16,0 mg) ab. Der so erhaltene 
Wert wurde der Berechnung für die „aus 2g Trockenstärke 
(oder 100 com Lösung) entstandene Maltose in g“ zugrunde 
gelegt. Diese Zahlen sind in Reihe 5 angegeben. Reihe 6 
endlich liefert ein Maß für die Betätigung des Fermentes. Diese 
Zahlen wurden gewonnen, indem der Maltosehöchstwert gleich 
100 und die übrigen Werte dazu in Proportion gesetzt wurden. 

Zur besseren Übersicht 
haben wir die Werte auch 
in eine Kurventafel einge- 
tragen (Fig. 1). 

Bei Betrachtung der 
Wasserstoffzahlen sehen wir, 
daß sie nicht immer mit 
dem erwarteten theoreti- 
schen Wert ganz überein- 
stimmen. Dies beruht einer- 
seits auf dem Puffergehalt 
der Diastase (Phosphate, Ei- 
weißstoffe) und andererseits 
wn | auf der etwas saueren Re- 
ora a aa Er? Ba TE 2,00 aktion der Stärkelösung. 

” Letztere ergab in 2°/,iger 


Lösung, wie wir sie verwen- 





Fig. 1. Maltosebildung bei ver- 
schiedenen Wasserstoffionenkon- . i 
zentrationen unter Verwendung deten, ein Py: = 4,61. Die 
des Aoetatpuffere. mit enzymvernichteter Dia- 

stase versetzte Stärkelösung 

der gleichen Konzentration lieferte dagegen ein py = 5,31. Da- 
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durch können die an sich ja nur kleinen Abweichungen von 
dem dem Puffergemisch entsprechenden theoretischen Wert er- 
klärt werden. 

Die gewonnenen Maltosewerte lassen einen Optimumspunkt 
erkennen, der bei einer Wasserstoffionenkonzentration von 
Pa: = 4,87 gelegen ist. Da die Unterschiede der Maltosewerte 
in der Nähe dieses Punktes zum Teil kleiner sind als die bei 
der Reduktionsmethode unvermeidlichen Versuchsfehller — 
zwischen den einzelnen Enzymproben ergab sich begreiflicher- 
weise eine noch größere Fehlergrenze, was wir auch deutlich 
aus der Unstimmigkeit zwischen Versuch 11 und 12 ersehen 
können —, wollen wir nicht so sehr von einem ausgesprochenen 
Punkt als vielmehr von einer Zone der besten Wirksamkeit 
sprechen. Diese ist ungefähr zwischen py- = 4,7 und pg = 5,15 
gelegen. Bei einer Erhöhung der Wasserstoffionenkonzentration 
bis py- = 4,2 und einer Erniedrigung derselben bis pyg = 5,4 
tritt noch keine wesentliche Schwächung der diastatischen Kraft 
ein. Erst jenseits dieser beiden Grenzwerte findet eine äußerst 
rasche Hemmung der Fermentwirkung statt. Besonders emp- 
findlich zeigte sich die Diastase gegen eine Anreicherung von 
Hydroxylionen; denn schon kurz über dem wahren Neutralpunkt 
(Pr == 7,07) bei einer Wasserstoffionenkonzentration von Py 
— 7,25 sehen wir bei unserer Versuchsanordnung die Enzym- 
tätigkeit auf ein Minimum herabgedrückt. Bei längerer Ver- 
suchsdauer hätte sich sicherlich auch bei dieser Reaktion noch 
ein weitgehender Abbau der Stärke durchführen lassen; doch 
war es uns hier, wie bei allen Untersuchungen, nur um die 
Ermittlung der auf einen bestimmten Wert (Höchstwert) be- 
zogenen relativen Wirksamkeit in Abhängigkeit von der Kon- 
zentration an Wasserstoffionen zu tun. Bei Beginn der Phe- 
nolphthaleinrötung (Pa = 8,1) zeigte sich überhaupt keine 
Maltosebildung mehr. Bei noch größerer Hydroxylionenkonzen- 
tration ist natürlich das gleiche der Fall. Die bei unserem 
letzten Versuch mit einem py- = 9,62 sich ergebende kleine 
Maltosemenge rührt entweder von Versuchsfehlern oder von 
einer geringen Zersetzung her, die beim Kochen der Probe 
zwecks Enzymtötung, wobei auch eine schwache Gelbfärbung 
auftrat, stattgefunden haben kann. 

Um durch eine Vermehrung der Wasserstoffionen eine 
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Unterdrückung jeglicher Enzymwirkung zu erzielen, müssen wir 
die Lösung auf eine Wasserstoffionenkonzentration von py = 2,1 
bringen. Bei dieser Wasserstoffionenkonzentration sowie bei der 
vorher kennen gelernten von pg- = 8,1, die auf der alkalischen 
Seite die gleiche Enzymschwächung durch das Überwiegen von 
Hydroxylionen bewirkt, kann selbst eine längere Versuchsdauer 
das Ergebnis nicht beeinflussen. Diese Werte haben absolute 
Gültigkeit. Nicht unerwähnt wollen wir lassen, daß bei den 
Proben mit großem Säuregehalt Gefahr besteht, daß die Stärke 
während des kurzen Aufkochens nach Beendigung des enzyma- 
tischen Abbaus angegriffen wird. Wir haben deshalb auch bei 
den beiden ersten Versuchen der Tabelle die Erhitzungsdauer 
etwas abgekürzt. Um die Angriffsmöglichkeit von Säure auf 
Stärke und Maltose zu studieren, stellten wir einen kleinen 
Versuch an: Wir bereiteten uns eine Lösung, die etwa 2°/, 
Stärke und etwa 0,3°/, Maltose enthielt. Durch Zugabe von 
n; 0"Salzsäure brachten wir die Reaktion der Flüssigkeit auf 
ein pag: = 2,23. Bei der Polarisation im 2 dm-Rohr ergab sich 
eine Drehung von « = 8,48°. Nach 10 Minuten langem Kochen 
und Wiederaufwiegen auf das ursprüngliche Gewicht erhielten 
wir unter den gleichen Verhältnissen für æ — 8,43°. Von einem 
merkbaren Angriff der Maltose oder der Stärke kann also nicht 
die Rede sein. Dasselbe trifft dann auch für obige Enzym- 
proben mit sehr saurer Reaktion zu, wodurch erwiesen ist, daß 
die angegebenen Stärkeabbauprodukte nur durch die Tätigkeit 
der Diastase entstanden sind. 

Durch Bestimmung der Drehung im Polarisationsapparat 
versuchten wir, bei den einzelnen Enzymproben auch die Natur 
der gebildeten reduzierenden Substanzen zu ermitteln. Wir 
mußten jedoch diese Versuche bald aufgeben, da die Lösungen 
sich nur selten so klar filtrieren ließen, daß eine genaue Ab- 
lesung möglich wurde. Je mehr Hydroxylionen vorhanden waren, 
um so blanker waren die Proben. Durch unsere Untersuchung 
glaubten wir zu erkennen, daß nicht immer eine direkte Be- 
ziehung besteht zwischen der Zunahme der Reduktion auf 
Fehlingsche Lösung und der Abnahme der Drehung. Nur 
durch eine infolge der gleichzeitigen Anwesenheit von Maltose 
und Stärke umständliche Bestimmung der Dextrine ließe sich 
der wichtigen Frage nach dem Einfluß der Wasserstoffionen- 


15 cem ?/,.-Na-Acetat 


1 -+ 12 ccm ?/ „Essigsäure 
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konzentration auf das Verhältnis der fermentativen Bildung von 
Maltose zu Dextrinen nähertreten. 


Einfluß der Neutralionen. 


Zur Beobachtung der Wirkung der durch das zugesetzte 
Natriumacetat in die Lösung gelangenden Elektrolyten wurden 
einige Versuche angestellt. Die Arbeitsweise im einzelnen blieb 
die gleiche, wie wir sie oben beschrieben haben, denn wir ver- 
wendeten 2°/ ige Stärkelösungen, je 1,5 mg Diastase in 10 ccm 
Wasser gelöst und ließen die Einwirkung 1 Stunde bei 20° vor 
sich gehen. Nur die Menge des angewandten Puffergemisches 
wurde gewechselt, ohne seine Zusammensetzung und damit die 
Wasserstoffionenkonzentration in den Proben zu ändern. Zur 
Kontrolle führten wir zwei Versuchsreihken — bei zwei ver- 
schiedenen Reaktionen — durch. Die gewonnenen Ergebnis:e 
sind in Tabelle II vereinigt. 


Tabelle II. 
Einfluß der Neutralionen auf die Maltosebildung. 


I 2| 3 | 4 5 6 










Maltose ent-| Zunahme 















Erhalten aus 25 ccm 













Lö standen aus der 
Zugesctztes Reagens ne 2g Trocken- | Maltoso- 
CuO Maltose stärke bildung 


mg o; 


0 
5 com ?/o- Na- Acetat 
+ 1,5 ccm ®/, „Essigsäure 
7 com "/,o-Na-Acetat 


+- 2,1 ccm */ „Essigsäure 0,42 
10 cem °/,o-Na- Acetat 
+ 3 ccm ®/ -Essigsäure . 1,24 


+ 4,5 ccm ®/ „-Essigsäure 








7 com */,.- Na- Acetat 
+6cem "|, -Essigsäure . 


4 ccm */,„-Na-Acetat 


197,9 


200,5 


Für die in den einzelnen Reihen verzeichneten Werte gilt im 
allgemeinen das bei Tabelle I Gesagte, so daß auch hier in Reihe 5 
. der schon aus der Stärke stammende Anteil an reduzierenden 
Substanzen in Abzug gebracht wurde. In Reihe 6 findet sich die 
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Maltosezunahme eingetragen in Prozente, berechnet auf den der 
jeweiligen Versuchsreihe (Wasserstoffionenkonzentration) ent- 
sprechenden niedersten Wert. Diese Zunahme ist besonders 
bei der dreifachen Vermehrung der Puffermenge (Versuch 1 
und 4) sehr deutlich. Jedenfalls zeigt sich durch die Tabelle 
einwandfrei, daß trotz der gleichbleibenden Wasserstoffionen- 
konzentration, was in unseren Versuchen praktisch erreicht ist, 
durch Anreicherung des Puffergemisches eine Begünstigung der 
Fermenttätigkeit stattfindet. Dies hat wohl seinen Grund in 
dem erhöhten Gehalt der Lösung an Elektrolyten (Acetat-, 
Natriumionen. Man müßte höchstens der größeren Acidität 
in den Proben (aktuelle Säure) die Schuld geben, da durch die 
Vermehrung des Puffers eine unvermeidliche Zunahme an titrier- 
barer Säure stattgefunden hat, was sich natürlich auch analy- 
tisch nachweisen ließ. Diese Erscheinung stünde aber ziemlich 
vereinzelt da, so daß wir besonders in Anbetracht der eingangs 
erwähnten Arbeiten verschiedener Forscher auch bei der Diastase 
des Malzes bis zu einem gewissen Grade von einem fördernden 
Einfluß der Neutralionen sprechen können. Erst weitere Unter- 
suchungen können uns einen genauen Einblick in diese Ver- 
hältnisse gewähren. Dabei müssen wir aber, worauf schon 
C. Oppenheimer?) hinweist, ein besonderes Augenmerk auf 
die Wasserstoffionenkonzentration richten. Dies ist leider bei 
allen früheren Arbeiten fast ganz außer acht gelassen worden, 
so auch bei den interessanten Untersuchungen von J. Wohl- 
gemuth?), der unter Berücksichtigung der Normalität an Alkali 
bzw. Säure in der Flüssigkeit einen ganz gewaltigen Einfluß 
des Chlornatriums (Chlorionen) auf die Wirksamkeit der tierischen 
Diastasen zu zeigen vermochte. 

Bezüglich der Stärke des Neutralioneneinflusses auf die 
diastatische Wirksamkeit können wir auf Grund unserer Ver- 
suche in Tabelle II bemerken, daß die Neutralelektrolyten natür- 
lich bei weitem nicht an die Bedeutung der Wasserstoflionen 
in diesem Punkte heranreichen. Nur innerhalb der Zone der 
günstigen Wasserstoffionenreaktion, bei der naturgemäß der Ein- 


Te 


1) C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen. Leipzig, 
Verlag F. C.W. Vogel, 1913, 4. Aufl., S. 291. 
2) J. Wohlgemuth, diese Zeitschr. 9, 1, 1908; 39, 324, 1912. 
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fluß der Wasserstoffionen zurückgedrängt ist, tritt die Wirksam- 
keit der Neutralionen etwas mehr in den Vordergrund. 
Aus diesem Grund haben wir vorher die Versuche der 
- Tabelle I mit größter und kleinster Konzentration an Wasser- 
stoffionen, die nicht mit gleichem Gehalt an Natriumacetat und 
damit an Neutralionen, wie dies bei den mittleren Proben der 
Fall war, durchgeführt werden konnten, als praktisch vollkommen 
unseren Zwecken entsprechend bezeichnet. 


II. Versuchsreihe. 


Eine weitere Versuchsreihe, die die Auffindung der opti- 
malen Wasserstoffionenkonzentration für Malzdiastase bezweckte, 
führten wir unter Benutzung des Phosphatpuffergemisches durch. 
Wir verwendeten dazu die von S. P. L. Sörensen!) vor- 
geschlagenen Salze und bereiteten uns zu diesem Zweck Lösungen 
von ?/,, mol. primärem Kaliumphosphat (KH,PO,) und von 
1] mol. sekundärem Natriumphosphat (Na,HPO,-2H,O). Bei 


Tabelle III. 


Maltosebildung bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentra- 
tionen unter Verwendung des Phosphatpuffers. 


ı (e| ss | 4| 5 |6 












Wirksam- 
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Diastase 






standen aus 
2 g Trocken- 
stärke 
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Zugesetztes Reagens 





10 cem ®/,„-KH,PO, 
+ 1cem ?/ o- Essigsäure 
10 cem ®/,„-KH,PO, 

4+- 0,4cem °/ o- Essigsäure 
10 cem ®/,,-KH,PO, 

+0,2 cem ?”/ o- Essigsäure 
10 cem ®/,.KHzPO,. . - 
9,7ccm ®/-KH,PO, 

+0,3 ccm ®/ ,„.Na.HPO, 
9,4 cem ®/s-KH,PO, 

+ 0,6 cem ®/ ,-Na,HPO, 
8 cem ®/,-KH,P0, 
+2cem ™/s- Na HPO, 





Y Le. 
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Benutzung dieses Puffergemisches war es von vornherein aus- 
geschlossen, den Gehalt an Neutralionen gleichzuhalten. Da die 
Kaliumphosphatlösung allein nur eine Wasserstoffionenkonzen- 
tration von pa. = etwa 4,4 zeigte, setzten wir den Versuchen, 
die eine saurere Reaktion aufweisen sollten, außerdem noch 
n| „Essigsäure zu. Die Arbeitsweise blieb sonst die gleiche wie 
bei Versuchsreihe I. Die Ergebnisse finden sich in Tabelle III, 
deren Reihenüberschriften genau denen der Tabelle I ent- 
sprechen. 

In der Fig. 2 sind die erhaltenen Werte auch graphisch 
eingetragen (Kurve I). Zum besseren Vergleich haben wir da- 
neben als Kurve II auch die entsprechenden Ergebnisse der 
Versuchsreihel unter Verwendung des Acetatpuffers aufgezeichnet. 
Da außerdem hier ein größerer Maßstab als bei Fig. 1 zugrunde 
gelegt wurde, können wir den Verlauf des fraglichen Kurven- 
teils schärfer beobachten. 


100 
% 


95 


90 


85 





Fig. 2. Maltosebildung bei verschiedenen 
Wasserstoffionenkonzentrationen unter Ver- 
wendung des Phosphat- bzw. Acetatpuffers. 
Kurve I = Phosphatpuffer. Kurve II = Acetatpuffer. 


Wenn wir auch die absoluten Werte an gebildeter Maltose, 
die bei Verwendung des Acetat- und Phosphatgemisches er- 
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halten wurden, genau genommen wegen des Elektrolyteinflusses 
bei letzterer Arbeitsweise nicht direkt miteinander vergleichen 
dürften, so sehen wir doch, daß eine sehr gute Überein- 
stimmung vorhanden ist, da die zugesetzten Salzmengen bei 
Versuchsreihe II sowohl innerhalb der einzelnen Proben als 
auch gegenüber der Versuchsreihe I nicht wesentlich verändert 
wurden. Auch der Verlauf der beiden Kurven, die die relativen 
Werte anzeigen, ist im großen und ganzen ziemlich gleich. Das 
viel unregelmäßigere Bild beim Acetatgemisch ist uns nicht 
ohne weiteres erklärlich. Doch erkennen wir, daß der Optimums- 
punkt beider Kurven sehr nahe beisammen liegt. Das Phosphat- 
gemisch lieferte ein Py = 4,95 gegen ein py- = 4,87 beim 
Acetatpuffer. Auch jetzt zeigte sich wieder, sogar noch etwas 
deutlicher, zwischen py-= 4,6 und pș = 5,15 nur ein kleiner 
Unterschied in der diastatischen Wirksamkeit. Aus den vor- 
her erwähnten Gründen (Versuchsfehlergrenze, Elektrolyteinfluß) 
wollen wir auch hier vorsichtshalber mehr von einer Zone der 
besten Wirksamkeit sprechen. Bei einer Anreicherung von Hydro- 
xylionen zeigte sich eine etwas schnellere Hemmung der fer- 
mentativen Tätigkeit als bei einer Vermehrung des Wasserstoff- 
ionengehaltes. 


III. Versuchsreihe. 


Schließlich wurden noch Versuche angesetzt, bei denen man 
nicht die gebildete Maltose durch Wägung des reduzierten Kupfer- 
oxyds bestimmte, sondern bei denen man den durch Einwirkung 
des Enzyms bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen 
stattgefundenen Stärkeabbau nach dem mit Jodlösung auftreten- 
den Farbton beurteilte. Wir hielten uns dabei an die einfache 
Arbeitsweise, die L. Michaelis!) beim Studium der Speichel- 
diastase angewendet hatte. Der große Vorteil dieser Methode, 
bei der natürlich nur der Punkt der besten Wirksamkeit, aber 
niemals der Grad der Enzymhemmung bei anderen Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen zahlenmäßig ermittelt werden kann, liegt 
in der schnellen Durchführbarkeit des Verfahrens in wenigen 
Stunden, wodurch man mit einer einzigen Stärke- und Diastase- 
lösung auskommt. Jegliche Fehlerquelle beim Abwägen und 
Auflösen wird dadurch verhindert. 


ı)].c. 
Biochemische Zeitschrift Band 77. 11 
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Als Puffergemisch gelangte Essigsäure und Natriumacetat 
zur Anwendung. Die Menge des Acetats wurde zwecks Kon- 
stanthaltung der Neutralionen für alle Proben gleich groß gewählt. 
Wir gaben 3 g lufttrockene, lösliche Stärke in einen 500 ccm- 
Meßkolben, versetzten mit kochendem Wasser und stellten durch 
Erhitzen eine klare Lösung her. Nach dem Abkühlen pipet- 
tierte man 30 ccm ®/,„"Natriumacetat hinzu und füllte mit Wasser 
bis zur Marke auf. Von dieser Lösung gab man genau je 
50ccm in 7 Erlenmeyerkölbchen. In jeder Probe waren also 
neben der Stärke noch 3ccm ?/ o- Natriumacetat vorhanden. 
Um die Wasserstoffionenkonzentration zu verändern, setzten wir 
den Versuchen in geometrischer Reihe wachsende Mengen an 
a/o Essigsäure zu und brachten dann durch Zugabe entsprechen- 
der Mengen an Wasser den Inhalt aller Kölbchen auf das 
gleiche Gesamtvolumen. Außerdem füllten wir eine größere 
Anzahl von Reagensgläsern von möglichst gleicher Form mit 
je 5cem n-10”°-Jodlösung. Als wirksames Ferment benutzten 
wir eine Auflösung von 63 mg unserer Diastase in 45 ccm Wasser, 
von der wir nach innigem Verreiben und Filtrieren je 5 ccm 
(7 mg Diastase) verwendeten. Diese Menge pipettierten wir nun 
in Abständen von genau 2 Minuten der Reihe nach den einzelnen 
Erlenmeyerkölbchen zu. Wir schüttelten gut durch und ließen 
bei Zimmertemperatur stehen. Von Zeit zu Zeit entnahmen 
wir aus einer der Proben je 5ccm Flüssigkeit, die wir einem 
mit Jodlösung beschickten Reagensglas zusetzten, um den Grad 
des Stärkeabbaus zu studieren. Nach 30 Minuten vom Beginn 
der Diastasezugabe gerechnet, zeigte Kölbchen 3 schon einen 
ins Gelbe gehenden roten Farbton. Deshalb betrachteten wir 
die Enzymwirkung als genügend weit fortgeschritten. Wir gaben 
nun in Abständen von wieder 2 Minuten aus jedem Enzym- 
versuch je 5 ccm Flüssigkeit den mit Jodlösung gefüllten 
Gläschen zu. Man erhielt auf diese Weise eine Reihe ver- 
schiedener Farbtöne, die wir verglichen. 

Von den am weitesten abgebauten Proben bestimmte man 
durch Gaskettenmessung die Wasserstoffionenkonzentration. Die 
Angaben über die Beschickung der Kölbcehen im einzelnen und 
die Ergebnisse finden sich in Tabelle IV zusammengestellt. 

Durch diese Versuche zeigte es sich, daß die Diastase 
zwischen pg = 4,49 und pg = 4,96 ihre Wirksamkeit am besten 
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Tabelle IV. 


Stärkeabbau bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentra- 
tionen, beobachtet durch Jodfärbung. 



















Zugesetzt 
Probe| *"/ „-Na- ajo- Essig- | Farbe 
Acetat | säure Wasser | mit Jodlösun g Pr 
ccm ccm 

1 3,0 12,8 — blauviolett —- 
2 3,0 6,4 6,4 gelbrot 4,36 
3 3,0 7 8,1 rotgelb 4,49 
4 3,0 2 9,6 rotgelb 4,67 
5 3,0 6 11,2 rotgelb 4,96 
6 3,0 8 12,0 rot 5,26 
7 3,0 4 12,4 rotviolett — 


zu entfalten vermochte. ` Probe 4 ließ ohne Änderung des Farb- 
tons eine etwas geringere Farbtiefe als die benachbarten Ver- 
suche erkennen, so daß eine Wasserstoffionenkonzentration von 
Pg — 4,67 bei obiger Anordnung als Optimum bezeichnet 
werden könnte. 

Um eine größere Genauigkeit zu erreichen, wurden diese 
Versuche mit der Abänderung wiederholt, daß wir die Menge der 
zugesetzten Essigsäure feiner abstuften. Die Reihe der Essig- 
säure enthielt nun den Quotient 1,25, statt wie oben den 
Quotient 2. Auf diese Weise ließen sich zwischen den einzelnen 
Proben Unterschiede in der Wasserstoflionenkonzentration von 
Pa: = 0,097 erzielen. Die mit Natriumacetat versetzte Stärke- 
lösung blieb auch für diese Versuchsreihe die gleiche. Die 
Diastaselösung wurde jedoch verdünnter gewählt. Wir lösten 
25 mg Diastase in 100 ccm Wasser unter den üblichen Vorsichts- 
maßregeln und verwendeten für jedes Erlenmeyerkölbchen, von 
denen diesmal 9 zur Anwendung kamen, je 5 ccm, so daß dem- 
nach jeder Probe nur 1,25 mg Diastase zugesetzt wurden. Der 
Abbau dauerte dementsprechend länger. Bei zwei verschiedenen 
Zeiten, d. h. bei zwei verschiedenen Stufen der Stärkespaltung 
wurden die Färbungen mit Jodlösung vorgenommen. Die Zu- 
gabe der Diastaselösung sowie die Entnahme von Flüssigkeit 
zwecks Einwirkung auf Jodlösung führte man, wie vorher, in 
Abständen von 2 Minuten durch. 

In Tabelle V finden sich die genauen Angaben über die 


Art und die Ergebnisse der Versuche. 
r” 
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Tabelle V. 


Stärkeabbau bei kleineren Unterschieden an Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen, beobachtet durch Jodfärbung. 











Zugesetzt 
a/o- Na- |R/ „-Essig- Farbe mit Jodlösung 
Acetat säure | Wasser 


Nr. | ccm 












nach 1!/, Std. | nach 4!/, Std. 






















1 30 ı 75 — tiefblau dunkelrotbraun | — 

21 30 , 60 1,5 blau . rotbraun = 

3| 30 | 48 27 | blauviolett , bräunlich | 4,46 
4 3,0 3,8 3,7 blauviolett dunkelgelb 4,55 
51 30 ' 30 4,5 violett gelb 4,64 
6 3,0 2,4 ö,1 violett hellgelb 4,74 
7 3,0 1,9 9,6 rotviolett heller gelb 4,83 
8 30 ı 15 6,0 violett hellgelb 4,92 
9 30 | 132 6,3 dunkelviolett gelb 5,02 





Die nach 1!/, stündiger Einwirkung entnommenen Flüssig- 
keitsproben lieferten mit Jodlösung solch tiefe Farbtöne, daß 
zu jedem Reagensglas noch 10 ccn. Wasser zugesetzt werden 
mußten, um die Farbunterschiede besser wahrnehmen zu können. 
Sehr gute Dienste zur Erkennung der verschiedenen Farb- 
schattierungen leistete uns, auch bei dem 4!/,stündigen Versuch, 
das von uns!) und gemeinsam mit H. Lüers?) nach dem Prinzip 
von G. S. Walpole?) konstruierte Colorimeter, das zur Formol- 
titration und Säurebestimmung verwendbar ist. Wir pipettierten 
in die in den erwähnten Abhandlungen näher beschriebenen 
Gläschen je 10ccm Jodlösung und gaben in Abständen von 
2 Minuten die fraglichen Proben der Reihe nach zu. Bei zu 
dunkel gefärbten Versuchen mußte durch Versetzen mit gleichen 
Wassermengen aufgehellt werden. Auf diese Weise ließen sich 
die in der Tabelle angegebenen kleinen, aber wichtigen Unter- 
schiede in der Farbe gut beobachten, was bei den Reagensglas- 
proben oft nur schwer durchführbar war. 

Als Punkt der besten Wirksamkeit für die Diastasetätig- 
keit erkennen wir deutlich eine Wasserstoffionenkonzentration 
von Pyg = 4,83, ein Wert, der sich sehr gut mit den vorher 


1) L. Adler, Zeitschr. f. das ges. Brauwesen, 88, 241, 1915. 

2) H. Lüers und L. Adler, Zeitschr. f. Untersuchung d. Nahrungs- 
u. Genußmittel 29, 281, 1915. 

3) G. S. Walpole, Proc. Roy. Soc. 40, 27, 1910; Journ. of Biolog. 
Chem. 5, 207, 1910. 
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bei den Reduktionsmethoden erhaltenen Zahlen von py = 4,87 
bzw. pp = 4,95 deckt. Diese Übereinstimmung der Ergebnisse 
war nicht von vornherein vorauszusehen; denn während es sich 
bei den Reduktionsversuchen (Versuchsreihe I und II) darum 
handelte, den Einfluß der Reaktion auf die Diastasetätigkeit 
nach der Menge der gebildeten Rohmaltose zu ermitteln, wobei 
nur eine kurze Einwirkungszeit des Ferments in Betracht kam 
und ein großer Überschuß an Stärke auch nach Beendigung 
der Enzymwirkung vorhanden war, lagen die Verhältnisse bei 
Versuchsreihe III wesentlich anders. Hier beurteilten wir näm- 
lich den EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf die 
Fermenttätigkeit nach der Färbung der Stärkeabbauprodukte 
mit Jodlösung, d. h. nach der Gattung der gebildeten Dextrine. 
Außerdem wurde der Enzymprozeß sehr weit getrieben, indem 
fast alle Stärke angegriffen wurde, und auch die Einwirkungs- 
zeit war bedeutend verändert; sie war vor allem bei der letzten 
Versuchsreihe sehr groß. Wir erwähnen diese Verhältnisse nur 
deshalb besonders, da wir uns bewußt waren, unter Umständen 
verschiedene Ergebnisse über den EinfluB der Wasserstoffionen 
auf die Wirksamkeit der Diastase zu erhalten, je nachdem ob 
wir zur Beurteilung der Fermenttätigkeit die Maltosebildung 
oder die Dextrin-Jodfärbung heranziehen, oder ob wir eine kurze 
oder lange Einwirkungsdauer unseren Versuchen zugrunde legen, 
oder endlich, ob wir den Stärkeabbau nur ein wenig oder voll- 
kommen vor sich gehen lassen. 

Auch aus Tabelle V erkennen wir im Einklang mit unseren 
früheren Ergebnissen, daß zwischen p = 4,6 und py = 5,02 
eine Zone besteht, innerhalb der eine Verschiebung der Wasser- 
stoffionenkonzentration nur eine verschwindende Wirkung auf 
die Diastasetätigkeit verursacht. 


Ergebnisse. 


Als Punkt der besten Wirksamkeit für Malzdiastase (bei 
einer Temperatur von 20°) fanden wir eine Wasserstoffionen- 
konzentration von pp = etwa 4,9. Dieser Wert ergibt sich bei 
Beurteilung der Enzymtätigkeit sowohl nach der entstehenden 
Reduktion von Fehlingscher Lösung als auch nach der mit Jod- 
lösung eintretenden Färbung der gebildeten Stärkeabbauprodukte. 
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Durch die Lage des Wirkungsoptimums unterscheidet sich die 
Malzdiastase demnach wesentlich von der Speicheldiastase. 

Zwischen den Wasserstoffionenkonzentrationen von py = 4,6 
und pyg = 5,2 liegt eine Zone der besten Wirksamkeit, da inner- 
halb dieser Grenzen eine Änderung der Reaktion nur einen 
geringen Einfluß auf die fermentative Kraft ausübt. Auch der 
Optimumspunkt ragt nur unwesentlich über diese Zone heraus. 

Bei Erhöhung der Weasserstoffionenkonzentration unter 
Pyg: = 4,6 sowie bei Verminderung derselben über pg = 5,2 
tritt rasch eine Hemmung der Enzymtätigkeit ein. Erst durch 
eine Wasserstoffionenkonzentration von py = 2,1 wird die Dia- 
stase vollkommen unwirksam. Das gleiche tritt schon bei einer 
bedeutend geringeren Anreicherung von Hydroxylionen ein; 
denn bei einer Reaktion von pẹ = 8,1 sehen wir die Bildung 
von Fehlingsche Lösung reduzierenden Substanzen gänzlich unter- 
drückt. Auch bei neutraler Reaktion (pr = 7,07) kann die 
Diastase ihre Tätigkeit nur noch ganz schwach entfalten. 

Wir fanden auch die Neutralionen nicht ohne Wirkung 
auf die Diastase, so daß man beim Studium des Einflusses der 
Wasserstoffionen die Menge an anderen Elektrolyten gleich zu 
halten gezwungen ist. Die Ionen des Natriumacetats begünstigten 
die Fermenttätigkeit. Sie standen jedoch bezüglich ihrer Wirk- 
samkeit naturgemäß hinter den Wasserstoffionen zurück. Nur 
innerhalb der Zone der optimalen Reaktion, bei der wir die 
Bedeutung der Wasserstoffionen verringert sehen, tritt die Wirkung 
der Neutralelektrolyten etwas mehr hervor. 

Übertragen wir nun unsere Ergebnisse auf die Phosphor- 
säureverhältnisse eines Malzauszuges (Würze), so können wir 
behaupten, daß die Angaben A. Fernbachs'), das Wirkungs- 
optimum liege für die Diastase bei der Reaktion des primären 
Phosphates, nicht restlos zutreffen. Deshalb stimmt auch der 
von S. P. L. Sörensen?) auf Grund der Fernbachschen Ver- 
öffentlichung berechnete Punkt der besten Wirksamkeit, den 
er mit pg = etwa 4,5 (Reaktion des primären Phosphates) an- 
gibt, mit unseren experimentellen Ergebnissen nicht vollständig 
überein. Gemäß unseren Befunden dürfen wir die Bemerkung 
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Fernbachs insofern ein wenig berichtigen, als wir die Reaktion 
eines Malzauszuges dann für die günstigste bezüglich der Dia- 
stasetätigkeit bezeichnen wollen, wenn von den Phosphaten 
etwa 99°/, als primäres und etwa 1°/, als sekundäres Salz 
vorhanden sind. Diese Phosphatmischung nämlich entspricht 
einer Wasserstoffionenkonzentration von py = etwa 4,9. Aus 
all diesen Gründen können wir auch der Behauptung, die Methyl- 
orangeneutralität sei die beste Reaktion für die Diastasetätig- 
keit, nicht ohne weiteres zustimmen; denn dieser Indikator 
fängt nach unseren Untersuchungen erst bei einem pp = etwa 
4,3 an, von Gelb in Orange umzuschlagen. Daß eine Ver- 
mehrung des sekundären Phosphates, besonders wenn die Menge 
2°/, des Gesamsphosphats zu übersteigen beginnt, auf die enzy- 
matische Kraft der Diastase äußerst hemmend wirkt, wurde 
durch unsere Versuche bestätigt. Bei Anwesenheit von 95°, 
sekundärem Phosphat unter den Gesamtphosphaten ist jegliche 
Diastasewirkung ausgeschlossen. Die Reaktion der Lösung zeigt 
in diesem Fall ein py- = etwa 8,1 und bedingt dadurch eine 
schwache Rosafärbung des Phenolphthaleinindicators. Schließlich 
muß, genau genommen, auch die in einem Extrakt vorhandene 
Gesamtmenge der Phosphate berücksichtigt werden, da neben 
den Wasserstoffionen auch noch die Phosphationen (HPO,”, 
H,PO,’) eine Rolle spielen können. 


Mikrovolumetrische Bestimmung sehr geringer 
SO,-Mengen'). 


II. Beitrag zu einer neuen Methodik für quantitativ- 
chemische Analysen. 


Von 
H. J. Hamburger, Groningen (Holland). 


(Eingegangen am 21. Juli 1916.) 


Mit 3 Figuren im Text. 


1. Einleitung. 


In meinem Aufsatz: „Eine einfache Methode zur quanti- 
tativen Bestimmung sehr geringer Kaliummengen“?) habe ich 
nachgewiesen, wie man unter Einhaltung gewisser Kautelen in 
einfacher Weise auf mikrovolumetrischem Wege sehr kleine 
Kaliummengen in genauer Weise quantitativ bestimmen kann. 
Man hat nur die kaliumhaltige Lösung mit einer Lösung von 
Natriumkobaltidnitrit zu versetzen, wodurch es als Kalium- 
natriumkobaltidnitrit (Cobaltgelb) vollständig ausfällt, und das 
Volum des gebildeten Niederschlags nach Zentrifugierung in 
einem kalibrierten Capillarrohr ohne weiteres zu messen. Das 
Verfahren verbindet Einfachheit mit Genauigkeit; von Aus- 
waschen, Trocknen, Glühen und Wägen ist nicht die Rede, und 
was die Genauigkeit betrifft, so brauchen keine größeren Ver- 
suchsfehler als 0,000074 g Kalium gemacht zu werden. Diese 
Genauigkeit wird von keiner der bis jetzt bekannten Kalium- 
bestimmungsmethoden erreicht. In dieser Weise ist es also 
möglich geworden, den Kaliumgehalt einer Lösung, die nur 





1) Eine kurze Mitteilung erschien in den Sitzungsber. d. Koninklyke 
Akad. van Wetenschappen te Amsterdam, 28. April 1916. 

?) Hamburger, diese Zeitschr. 71, 415, 1915; vgl. auch daselbst 
«4, 414, 1916. 
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0,0074 g Kalium enthält, mit einer Genauigkeit von 1°/, zu 
ermitteln. Hierdurch eröffnet sich die Möglichkeit, Probleme 
über die Physiologie und die Pathologie des Kaliums in die Hand 
zu nehmen, die auf Grund des Fehlens einer zuverlässigen und 
zu gleicher Zeit einfachen Kaliumbestimmungsmethode bis jetzt 
nicht in Angriff genommen werden konnten. Ich erlaube mir, 
in dieser Beziehung auf eine Arbeit über die Permeabilität von 
roten Blutkörperchen für Kalium unter physiologischen Be- 
-dingungen hinzuweisen!),. In nächster Zeit werden noch andere 
Untersuchungen, die sich mit dem Kaliumproblem befassen, 
aus meinem Laboratorium erscheinen. 

Ähnlichen Schwierigkeiten, wie beim Kalium, begegnet man 
sowohl von physiologischer wie von pathologischer, und man 
darf wohl hinzufügen, von rein chemischer Seite bei der quan- 
titativen Bestimmung des SO,. Die dafür zur Verfügung stehen- 
den Methoden sind umständlich und außerdem von überaus 
ungenügender Genauigkeit. Es kann daher nicht wundernehmen, 
daB unsere Kenntnis des SO,-Haushaltes und des S-Haushaltes 
im allgemeinen noch viel zu wünschen übrig läßt. Wir haben 
deshalb versucht, auch das SO, auf mikrovolumetrischem Wege 
quantitativ zu bestimmen. Nach vielen vergeblichen Versuchen 
ist es gelungen. 


2. Schwierigkeit bei der quantitativen Bestimmung des SO.. 


Daß SO, durch BaCl, gefällt wird, weiß jeder, der ein 
halbes Jahr Chemie gelernt hat. Die Reaktion gilt als ein 
klassisches Beispiel von Präzipitatbildung Nach den bei K 
gemachten Erfahrungen erwartete ich also, daß in einer sulfat- 
haltigen Lösung geringe SO,-Mengen ohne Schwierigkeit auf 
volumetrischem Wege bestimmt werden könnten und zwar durch 
einfache Messung des Volums des gebildeten BaSO,. Jedoch 
lieferten die Versuche sehr unbefriedigende Resultate. Ver- 
schiedenartige Faktoren schienen das Volum des aus einer 
und derselben SO,-Menge gebildeten BaSO, zu beeinflussen; die 
Temperatur, die Wassermenge, die Größe des Übermaßes an 
BaCl,, der Säuregehalt, die Anwesenheit verschiedenartiger Sub- 
stanzen, die in der eiweißfreien Lösung biologischer Flüssig- 





1) Hamburger, Wiener med. Wochenschr. 1916, Nr. 14 und 15; 
Festnummer für Prof. S. Exner. 
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keiten vorzukommen pflegen, ja sogar die Art und Weise, in 
der Flüssigkeit und Reagens miteinander vermischt werden. 
Bei genauer Durchstudierung der Literatur erfuhr ich, daß 
auch die übliche gewichtsanalytische Bestimmung des in BaSO, 
umgewandelten SO, mit denselben Schwierigkeiten zu kämpfen 
hat. Man lese z. B. Traedwells Buch über „Quantitative 
Analysen“ (4. Aufl. 1907, S. 353). Es stellt sich dann heraus, 
daß, selbst wenn man BaCl, zu reiner verdünnter Schwefelsäure 
hinzufügt, das Gewicht des Niederschlags nicht immer dasselbe 
ist. Es wird dann BaCl, eingeschlossen, und zwar in einer 
Quantitat, die u. a. abhängig ist von der Weise, in der man 
BaCl, hinzufügt, tropfenweise oder mit einem Male. Handelt 
es sich um eine reine Na,SO,-Lösung, so wird die Sache 
komplizierter, und die Komplikation nimmt zu, wenn zu 
gleicher Zeit noch andere Sulfate zugegen sind; insbesondere 
sind Calcium- und Eisensalze schädlich. Sie scheinen von dem 
BaSO, adsorbiert zu werden. Es ist nicht lange her, daß 
M. J.van't Kruys ausführliche systematische Untersuchungen 
über das Thema angestellt hatt). Schließlich äußert er sich 
folgendermaßen: „Wie einfach eine Bariumsulfatbestimmung 
auch scheint, so zeigt sich doch, daß in Wirklichkeit die Aus- 
führung derselben mit mehreren Ungenauigkeiten behaftet ist, 
die sogar trotz aller möglichen Vorsicht nicht vermieden wer- 
den können.“ Die Methode, die er dann vorschlägt, um die 
Fehler teilweise zu vermeiden, ist noch ziemlich kompliziert. 
Belehrt durch die bei der Kaliumbestimmung gemachten 
Erfahrungen, riefen wir das Mikroskop zur Hilfe und fragten 
uns, ob die von uns beim SO, erhaltenen unbefriedigenden 
Resultate vielleicht mit der Natur des krystallinischen Nieder- 
schlags zusammenhingen. Außerdem kamen uns die Ausfüh- 
rungen von Ostwald?) und Hulett) in Erinnerung, nach 
denen die Löslichkeit eines krystallinischen Niederschlags desto 
größer ist, je kleiner die Krystallchen sind. In der Tat stellte 
sich nachträglich heraus, daß wenn man, obgleich von der- 
selben SO,-Menge ausgehend, doch verschiedene Volumina BaSO, 
fand, diese Erscheinung stets mit Verschiedenheit des mikro- 





t) Van’t Kruys, Zeitschr. f. anal. Chem. 49, 393, 1910. 
>) Ostwald, Zeitschr. f. physikal. Chem. 34, 495, 1900. 
») Hulett, Zeitschr. f. physikal. Chem. 37, 385, 1901; 47, 357, 1903. 
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skopischen Bildes einherging, Einmal bestand der Nieder- 
schlag größtenteils aus Nädelchen, dann wieder aus Säulchen, 
wieder ein andres Mal aus Kreuzchen; doch war nicht nur die 
Krystallform wechselnd, es wurden auch bedeutende Größen- 
differenzen beobachtet. Und das alles bei einer und derselben 
Temperatur. Bei einer höheren Temperatur waren die Bilder 
wieder andere. Es scheint, daß man bis jetzt der Verschieden- 
heit des mikroskopischen Bildes des krystallinischen Nieder- 
schlag kaum Aufmerksamkeit geschenkt hat. Im Werke von 
Behrens-Kley') findet man nur eine Krystallform des BaSO, 
abgebildet, und es wird über andere nicht gesprochen. 

Es erschien uns von Interesse, die Bedingungen ausfindig 
zu machen, unter denen die Krystallchen dieselbe Form und 
Größe zeigen würden. 

Nun hatten uns die Untersuchungen bei der Kaliumbestim- 
mung gelehrt, daß, um brauchbare Resultate zu bekommen, die 
Krystallchen jedenfalls sehr fein sein müssen. Deshalb wurde 
bei niedriger Temperatur gearbeitet; denn man weiß schon 
längst, daß bei höherer Temperatur die BaSO,-Krystalle relativ 
groß ausfallen. Man wünscht das zu erreichen, um gut ab- 
filtrieren zu können. Daher läßt man die Fällung bei Koch- 
hitze stattfinden. Jedoch war für unseren Zweck Erniedrigung 
der Temperatur erfolglos. Die Krystallchen waren zwar im 
allgemeinen klein, besaßen aber eine sehr verschiedene Gestalt. 
Hinzufügung von ein wenig Aceton war eins der haupt- 
sächlichsten Mittel, wodurch wir unser Ziel erreichten. 
Es handelt sich hier wohl um einen Einfluß auf die Ober- 
flächenspannung. | 

Wir werden die Schwierigkeiten, die wir weiter zu über- 
winden hatten, nicht besprechen und jetzt auf den modus 
operandi eingehen, der uns vollkommen befriedigende Resultate 
geliefert hat, d. h. wir erzielten: 1. für dieselbe SO, -Menge 
immer dasselbe Niederschlagsvolum; 2. ein n-faches 
Niederschlagsvolum aus einer n-fachen SO,-Menge und 
3. ein Niederschlagsvolum, das durch die Anwesenheit 
anderer in biologischen Flüssigkeiten vorkommenden 
Salze nicht merkbar beeinflußt wurde. 


1) Behrens-Kley, Anleitung zur mikrochemischen Analyse. 


172 H. J. Hamburger: 


3. Methodik der mikrovolumetrischen SO,-Bestimmung. 


5 ccm der sulfathaltigen Flüssigkeit werden mit 
o ccm Salzsäure versetzt (1 Volum konzentrierte 
Salzsäure + 1 Volum Wasser. Zu diesem Gemisch 
wird hinzugefügt 5 ccm einer 2,44°' igen Lösung von 
BaCl,.2 aq, die von 0,08 bis 0,13 cem (3 bis 5 Tropfen) 
Aceton enthalten. 

Die Vermischung der angesäuerten SO,-Lösung mit der 
acetonhaltigen BaCl,-Lösung erfolgt bei Zimmertemperatur. 

Es ist nicht nur das Verhältnis zwischen den Volumina der 
salzsauren Sulfatlösung (7,5 ccm) und den der acetonhaltigen BaCl,- 
Lösung (5 ccm) von wesentlicher Bedeutung für die Gewinnung 
befriedigender Resultate, sondern auch die Art und Weise der 
Vermischung. Erfolgt dieselbe schnell, so bekommt man in 
Parallelversuchen andere Zahlen, als wenn man das Reagens 
langsam hinzufügt. Dementsprechend sind auch die mikro- 


skopischen Bilder der krystallinischen Niederschläge verschieden. 
Die Erklärung schien mir folgende zu sein, und sie wurde immer 
wieder durch die Erfahrung bestätigt. Fügt man die BaCl,- 
Lösung langsam hinzu, so wird im Anfang noch freie Sulfat- 
lösung vorhanden sein. Setzt man die Hinzufügung des Re- 
agenses fort, so nimmt das in Lösung befindliche SO, ab, und 
so erfährt das Volumverhältnis von Reagens und noch zu präcipi- 
tierendem SO, während des ganzen Vermischungsprozesses Ver- 
änderungen. Da weiter insbesondere die Menge des Acetons 
großen Einfluß auf Gestalt und Größe der Krystallchen ausübt 
(wie gesagt, wahrscheinlich durch den Grad der Modifikation 
in der Oberflächenspannung der Krystalle), wird aus ähnlichem 
Grund auch der Verlauf der Acetonzugabe das Volum des 
Niederschlags beeinflussen. Je kleiner die Krystallchen, desto 
kleiner das Volum des Sediments. Der Einfluß der Mischungs- 
weise ist so groß, daß, wenn man zu zwei Parallelversuchen 
die acetonhaltige BaCl,-Lösung schnell und anscheinend genau 
in gleicher Weise hinzufügt und dann behufs einer vollständigen 
Vermischung unmittelbar umschüttelt, es sich zuweilen doch 
noch ereignet, daß die Volumina des Niederschlags nicht un- 
erhebliche Differenzen zeigen, was dann auch immer im mikro- 
skopischen Bilde seinen Ausdruck findet. Es schien uns des- 
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halb erwünscht, eine Vorrichtung anzufertigen, die eine schnelle 
und vollständige Vermischung gestattete. Folgendes Verfahren 
hat sich bewährt. 

In ein dickwandiges Glasrohr wird ein kleineres Rohr ge- 
setzt, das einen Inhalt von etwa 5!/, ccm besitzt (vgl. Fig. 1). 
An dieses Röhrchen wird ein Glasstab geschmol- 
zen, das bis in den Kork- oder Gummistopfen 
reicht, mit dem das weite Glasrohr verschlos- 
sen wird. i 

In das weite Rohr bringt man 7!/, ccm 
der Salzsäure enthaltenden Lösung (5 ccm der 
zu untersuchenden SO,-Lösung —- 2'/, ccm HCl 
1:1). Dann wird das kleine Röhrchen in die 
Flüssigkeit gesenkt und mit 5 ccm der aceton- 
haltigen BaCl,-Lösung beschickt. Es liegt auf 
der Hand, daß die beiden Rohre derartige 
Weiten haben müssen, daß die beiden Flüs- 
sigkeiten bei senkrechtem oder nahezu senk- 
rechtem Stande des Rohres unterhalb des 
Oberrandes des kleinen Rohres bleiben müssen. 
Der Stopfen wird so weit eingedrückt, daß 
das kleine Rohr durch sanften Druck gegen den 
Boden befestigt ist. Es gelingt nun durch ge- Fig. 1. 
schicktes, rasches Schütteln, die Vermischung von ';, natürl. Größe. 
Flüssigkeit und Reagens so zustande zu bringen, 
daß in den verschiedenen Röhren, die genau dieselben Flüssig- 
keiten in gleichen Mengen enthalten, der krystallinische Nieder- 
schlag gleichmäßig ist, die Krystallchen die richtige Form und 
Größe haben und dementsprechend die Sedimente ein gleiches 
Volum besitzen. Es ist nun psychologisch ganz merkwürdig, 
daß man an einem folgenden Tag, obgleich anscheinend genau 
in derselben Weise arbeitend, zuweilen andere Krystallchen und 
Volumina bekommt. Offenbar hat man in diesem Fall die 
erste Bewegung etwas anders ausgeführt. Es schien uns deshalh 
erwünscht, die Vermischung auf automatischem Wege erfolgen 
zu lassen. 

Zu diesem Zweck werden die Röhren in einen Behälter 
gesetzt, dessen Einrichtung aus der Fig. 2 ersichtlich ist. 

Ein hölzerner Balken enthält 12 Löcher, die für 12 Röhren 
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Fig. 2. 


Raum bieten; letztere werden dadurch befestigt, daß auf die 
12 Stopfen ebenso viele Spirale drücken, die an einem ver- 
schiebbaren hölzernen Bälkchen angebracht sind. 

Dreht man nun den Behälter um, so stürzt sich auf ein- 
mal das Reagens in die Sulfatlösung aus. Durch einige Wieder- 
holungen der Umdrehung wird in einem kurzen Zeitverlauf eine 
vollständige Vermischung erzielt. 

Die Vermischung soll, wie gesagt, immer in derselben Weise 
erfolgen; es ist das für die sichere Erzielung eines selben Prä- 
cipitates in verschiedenen voneinander unabhängigen Versuchen 
keineswegs ohne Interesse. Es empfiehlt sich deshalb, die Be- 
wegung nicht durch die Hand zustande kommen zu lassen, 
sondern durch ein Gewicht, das mittels einer eisernen Stange 
an der Achse wirkt. Es kann auf der Stange verschoben wer- 
den, wodurch man es in der Macht hat, die Geschwindigkeit 
zu regeln. Man ersieht die Anordnung aus der Abbildung (Fig. 2). 
Daran bemerkt man einen Haken. Drückt man diesen aus 
dem Schraubenloch, so erfolgt die Umdrehung. Da die Ge- 
schwindigkeit aber doch noch von der Schnelligkeit dieses Manuals 
abhängt, ist nachträglich eine Vorrichtung angebracht, die durch 
Abbildung (Fig. 3) verdeutlicht wird. Durch Ausziehen der 
Stange S fängt die Schwingung an. Jeder muß für seinen eignen 
Apparat ausfindig machen, welche Stelle das verschiebbare Ge- 
wicht auf der Stange haben muß, um die geeignete Umdrehungs- 
geschwindigkeit herbeiführen zu können. Es ist leicht, das 
Richtige zu treffen. Zu diesem Zweck hat man nur eine Serie 
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von Versuchen mit irgendeiner Sulfatlösung bei verschiedenen 
Ständen der Belastung anzustellen und das Präzipitat mikro- 
skopisch zu untersuchen (Leitz Obj. 8, Oc. 2). Die Geschwindig- 
keit, die sehr kleine kubenartige Krystallchen liefert, ist 
die richtige. Man wird 

erstaunt sein, welchen Sa? 
großen Einfluß eine Ver- = 
größerung oder Verklei- 

nerung der Geschwindig- 

keit auf die Form und 

Größe der Krystallchen 


ê E q 
hat. Einmal festgestellt, e oe 


braucht die Lage der Be- A us | ee 
. spe IH di i 
lastung nicht mehr ge- had 

ändert zu werden. Da 

es jedoch für die Um- 
drehungsgeschwindigkeit j 


nicht gleichgültig ist, ob = 
viel oder wenig Röhrchen a 
sich im Apparate befin- Fig. 3. 
den, ist es empfehlens- 

wert, immer mit derselben Zahl zu experimentieren und da- 
nach das Gewicht empirisch zu regeln?). 

Die Erfahrung hat gelehrt, daß man in dieser Weise immer 
einen sehr feinen Niederschlag von schöner mikroskopischer 
Gleichmäßigkeit bekommt. Die mittlere Größe der Krystallchen 
beträgt 0,00238 mm. Die Krystallform ist nicht deutlich zu 
erkennen; es sind keine Nädelchen, keine Kreuzchen oder Säul- 
chen; ein ungeübtes Auge denkt zunächst an wenig scharfe 
Kuben. 


Es scheint mir nicht ohne Interesse, an dieser Stelle noch auf eine 
ganz unerwartete Erfahrung aufmerksam zu machen. Sie betrifft die 
Anfertigungsweise des BaCl-Aceton-Gemisches. 

Anfangs wurde es durch Versetzung von !/,1 der 2,44°/,igen BaCi,- 
Lösung mit 8 cem Aceton bereitet. Es wurde in einer braunen Flasche 
aufbewahrt, und man hatte also das Reagens fertig zur Verfügung. Die 





!) Der Apparat, den man sich übrigens leicht in seinem eignen 
Laboratorium anfertigen lassen kann, ist, wenn erwünscht mit den zur Me- 
thode gehörenden Röhren und den anderen Utensilien, auch vom Mecha- 
niker meines Instituts, Herrn J. J. Boom, zu beziehen. 
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damit erhaltenen Resultate waren ausgezeichnet. Als wir aber nach einer 
Ruhepause von etwa 6 Wochen die Methode wieder benützen wollten, 
waren die Resultate sehr schlecht, obgleich genau in derselben Weise wie 
früher verfahren wurde. Natürlich wurden dann frische Flüssigkeiten 
genommen, aber vergeblich. Dann gebrauchten wir Aceton anderer Her- 
kunft, änderten die Menge des Acetons, sowie auch die Geschwindigkeit 
der Vermischung von Flüssigkeit und Reagens, es wurde bei andern 
Temperaturen gearbeitet. Alles vergeblich; es war nicht möglich, die 
feinen Krystallchen von früher zurückzubekommen. Und nicht allein das. 
In Doppelversuchen hatte das mikroskopische Bild des krystallinischen 
Bildes oft ein ganz verschiedenes Aussehen. Um dennoch die Brauch- 
barkeit der Methode zu sichern, beschlossen wir, mikroskopische Prä- 
parate der verschiedenen Niederschläge anzufertigen und das ent- 
sprechende Volum des von 2 ccm 4°/,iger Na,SO,-Lösung herrüh- 
renden BaSO,-Niederschlags auf dem Objektglas anzugeben. Man kann 
dann nach mikroskopischer Vergleichung eines willkürlichen BaSO,- 
Präcipitats mit den Probepräparaten ohne Mühe feststellen, wieviel 
SO, dem beobachteten Volum der untersuchten SO,-Lösung entspricht. 
Denn, wie erwähnt, entsteht entsprechend jeder Krystallgröße ein be- 
stimmtes Volum des Sedimentes, und wie unten am Ende der Harnver- 
suche nachgewiesen werden wird, ist, auch wenn die Krystallchen größer 
und dementsprechend das Volum des Sedimentes größer sind, die Methode 
sehr brauchbar. Das Hilfsmittel war recht befriedigend, die Methode ge- 
staltete sich aber etwas komplizierter. Auch hatte sich früher gezeigt, daß 
bei der Größenordnung der damaligen Krystallchen eine geringe Zunahme 
oder Abnahme der Krystallgröße das Sedimentvolum nicht sichtbar be- 
einflußte. Dieser Einfluß war wohl, obgleich nicht in erheblichem Grade, 
bei den jetzigen ziemlich großen Krystallen sichtbar. 

Indessen blieb es eine offene Frage: Warum konnten wir jetzt nur 
ausnahmsweise die schönen kleinen kubenartigen Krystallchen bekommen, 
die sich früher regelmäßig bildeten? Das Gebäude war in der Zwischen- 
zeit angestrichen worden. War die Luft vielleicht mit Öl- und Terpentin- 
dämpfen verunreinigt? 

Ein Zufall hat uns geholfen, nicht zur Aufklärung der Frage, sondern 
zur Erhaltung des erwünschten krystallinischen Niederschlags. Als das 
Reagens derweise angefertigt wurde, daß im kleinen Röhrchen 5 ccm der 
BaCl,-Lösung mit dem Aceton versetzt und so das Röhrchen nicht 
mit der bereits fertigen acetonhaltigen BaCl,-Lösung beschickt wurde, 
waren die Resultate wieder ohne Ausnahme ausgezeichnet. Die Erklärung 
dieser sonderbaren Erscheinung vermag ich nicht zu geben. Es dürfte ein 
Trost sein, daß es auf dem Gebiete der Krystallbildung noch soviel andere 
rätselhafte Erscheinungen gibt. Warum z. B. krystallisieren aus einer 
und derselben Flüssigkeis große Krystalle in einem großen und kleine 
in einem kleinem Gefäß aus, eine Erscheinung, die Goethe schon be- 
obachtete? 

Wie dem auch sei, wir nehmen die acetonhaltige BaCl,-Lösung 
nicht mehr aus einem fertig gemachten Vorrat, auch nicht wenn 
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sie unmittelbar vor dem Gebrauch zubereitet war — denn auch dann war. 
der krystallinische Niederschlag nicht von der erwünschten Feinheit — 
sondern präparieren das Gemisch im kleinen Röhrchen selbst. 

Noch einen anderen Vorteil gewährt dieses Verfahren. Man ist 
nicht mehr so an eine bestimmte Acetonmenge gebunden. Während 
früher zu !/, 1 Aceton 8 com Aceton hinzugesetzt werden sollte und nicht 
mehr, was auf 5 com BaCl,-Lösung 0,08 ccm entspricht, kann beim nun- 
mehrigen Verfahren von 0,08 bis 0,13 ccm Aceton hinzugefügt werden. 
Es braucht also dies hinzuzufügende Aceton nicht mehr so genau ab: 
gemessen zu werden. Wir fügen demnach 3 bis 5 Tropfen (= 0,08 
bis 0,13 ccm) aus einer kleinen braunen Tropfenflasche hinzu 
und schütteln dann um. 

Erwähnen möchten wir noch schließlich, daß der doch rationelle 
Zusatz des Acetons zu der Sulfatlösung statt zu der Chlorbariumlösung 
einen krystallinischen Niederschlag gibt, der nicht die erwünschte und 
immer wiederkehrende Feinheit besitzt. 

Ist der Niederschlag gebildet, so kann man gleich zur Über- 
bringung des Inhalts in den Chonohämatokrit!) schreiten. 
Hierzu wird das kleine Rohr aus dem großen entfernt und 
letzteres kurze Zeit zentrifugiert, so daß das Präcipitat sich 
vollständig zu Boden gesenkt hat. Es befindet sich aber noch 
etwas BaSO, im kleinen Röhrchen und muß in das große Rohr 
übergebracht werden. Zu diesem Zweck hebt man mittels einer 
Pipette ein wenig von der klaren Flüssigkeit aus dem großen 
Glasrohr und wäscht damit den Inhalt des kleinen Rohres aus. 
Auch dessen Oberfläche wird mit der genannten klaren Flüssig- 
keit abgespült. In dieser Weise wird erreicht, daß alles Präcipitat 
sich im großen Glasrohr befindet. 

Man würde nun den ganzen Röhreninhalt (7,5 +5)—=12,5 ccm 
in Portionen von 2?/, ccm in den trichterförmigen Teil des 


1) Mit diesem Namen (Xorn, Trichter) bezeichnen wir das trichter- 
förmige kalibrierte Capillarrohr, das wir seit langer Zeit zu verschiede- 
nen volumetrischen Zwecken verwenden. Man findet Beschreibung, Ge- 
brauch und Abbildung u. a. in dieser Zeitschr. 71, 451, 1915. Das Ver- 
dienst, Capillarröhren zu volumetrischem Zweck zuerst, und zwar zur 
Bestimmung des Blutkörperchenvolumens gebraucht zu haben, kommt 
Hedin zu; von ihm rührt auch der Namen Hämatokrit her. Es sind im 
Laufe der Zeit verschiedene Modelle ausgedacht worden. Um das von uns 
gefundene angeben zu können, haben wir, speziell auch mit Hinsicht auf 
unsere spezielle Methode der Graduierung, unserm Modelle einen 
anderen Namen, und zwar Chonohämatokrit, beigelegt. (Vgl. Osmo- 
tischer Druck und Ionenlehre 1, 379, 1902; diese Zeitschr. 1, 263, 1906; 


74, 414, 1916.) 
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Chonohämatokriten übertragen können und jedesmal die klare 
Flüssigkeit entfernen. Schneller aber erfolgt die Überbringung 
des Niederschlags, um den es sich doch handelt, wenn man 
folgenderweise verfährt. 

Man zentrifugiert, wie gesagt, die sämtlichen 12,5 ccm im 
großen Glasrohr und entfernt den größten Teil der obenstehenden 
klaren Flüssigkeit. Dann bringt man mittels eines zu einem 
Capillar ausgezogenen Glasrohres etwas von der klaren Flüssigkeit 
in den capillären Teil des Hämatokriten. Es erfolgt das sehr leicht, 
wenn man das Glascapillar bis auf den Boden des Hämatokrit- 
capillares ruhen und den Inhalt ausfließen läßt. Ist das Hä- 
matokritcapillar in dieser Weise mit Mutterlauge gefüllt, so 
bringt man einen Teil der dicken BaSO,-Suspension in den 
trichterförmigen Teil und zentrifugiert. Danach wird die klare 
Flüssigkeit aus dem Trichter entfernt und neue Suspension 
eingeführt. Wieder wird zentrifugiert, und das wird wieder- 
holt, bis alles BaSO, sich im kalibrierten Capillar befindet. 
Endlich zentrifugiert man bis zum konstanten Volum. Gewöhn- 
lich genügt hierzu eine halbe Stunde. Bezüglich Einzelheiten 
des Arbeitens mit den betrefienden Röhrchen vergleiche man 
meine Arbeit über die Kaliumbestimmung +). 

Diese Methode hat mir ausgezeichnete Resultate geliefert. 

Ich lasse jetzt einige der angestellten Versuche folgen. 


4. Resultate einiger mikrovolumetrischen SO,-Bestimmungen- 


Folgendes Experiment wurde angestellt, um zu untersuchen, 
ob Proportionalität zwischen den angewandten SO,-Mengen und 
den entsprechenden Volumina des Niederschlags bestand. Zu 
diesem Zweck wurden respektive 2, 3, 4 und 5 ccm einer 
2°/ igen Na,SO,-Lösung genommen. In allen Versuchen wurden 
2,5 ccm verdünnter HCl hinzugefügt und so viel Wasser, daß das 
Gesamtvolum in jedem Falle 7,5 ccm betrug. Weiter wurde für 
jeden Versuch 5 ccm der acetonhaltigen BaCl,-Lösung gebraucht. 
Der Acetongehalt des endgültigen Gemisches ist demnach in 
allen Fällen derselbe. 


3) Hamburger, diese Zeitschr. 71, 415, 1915; siehe auch diese 
Zeitschr. 1, 263, 1906. 
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Wir lassen jetzt die betreffende Tabelle folgen. Wie er- 
sichtlich ist, sind stets Doppelversuche angestellt worden. 


Tabelle I. 


Proportionalität zwischen der vorhandenen SO,-Menge und dem Volum 
des BaSO,-Niederschlags. 






Anzahl Teilstriche BaSO, 


Berechnet 
Spalte I Spalte II | Spalte III 


7'/, ccm angesäuerter Sulfatlösung + 5 ccm 
acetonhaltiger BaCl,-Lösung 








2 ccm Na,SO, 10 aq. 2°/,+2!/,ccm HCl 1:1 











+3ccm Wasser. . 

2 ccm Na,SO, 10 aq. 2°/, + 2!/ com HCl 1:1 41 
+3 ccm Wasser. . 41 

3 cem Na,SO, 10 aq. 2°/, + 2!/ccem HCl 1:1 
-+ 2 ccm Wasser. . 63 

3 ccm Na,SO, 10 aq. 2°/,+ 2?/;,cem HCI 1:1 62 3>x<4l 
+2ccm Wasser. . 61,2 — 61,5 

4 ccm Na,SO, 10 aq. 2°/, + 2'/;com HCI 1:1 
+ 1 ccm Wasser. . 82 

4 ccm Na,SO, 10 aq. 2°/, + 2!/ccm HCI 1:1 82 $x 4l 
+ 1 cem Wasser. . ? = 82 

5 ccm NaSO, 10 aq. 2°/, + 2t/ ccm HCl 1:1 | 103 

5 cem Na,SO, 10 aq. 2°, + 2!/,ccm HCI 1:1 | 102 } A E 


Aus dieser Tabelle geht hervor: 


1. Daß die Resultate der Doppelversuche in sehr 
befriedigender Weise miteinander übereinstimmen (vgl. 
Spalte I). 

2. Daß die Volumina der Niederschläge mit den 
gebrauchten SO,-Mengen proportional sind (vgl. Spalte II 
und III). 


Untersuchen wir jetzt, inwieweit Hinzufügung verschie- 
dener Substanzen, die in biologischen Flüssigkeiten vorhanden 
zu sein pflegen, die Volumina des Präcipitats beeinflussen. 

Zunächst untersuchen wir den Einfluß von NaCl. Wie 
aus folgender Tabelle ersichtlich, sind verschiedene NaCl-Mengen 
hinzugefügt, und es ist bei den Versuchen dafür gesorgt, daß das 
Gesamtvolum der zu untersuchenden Flüssigkeit 7,5 ccm betrug. 
Das Volum des Reagenses ist wieder, dem in Anfang angegebenen 
gemäß, 5 ccm. Ich werde das für spätere Versuche nicht mehr 


wiederholen. 
12* 
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Tabelle II. 
Einfluß von NaCl auf das Volum des BaSO, Niederschlage. 









7!/, com angesäuerter en + 5 oom acetonhaltiger ee 
BaCL-Lö 
aCl,-Lösung BaBO, 
2 com Na,SO, 10 nd 4%, + 2%/, ccm es 1:1 + 0,2 com 
aCl 9%, + 2,8 ccm H,O ....... 
2 oom Na,SO, 10 a 40), + 21, com a 1:1 + 0,2 oom 
Cl 9°), + 2, g com H,O ....... 81,5 
2 ccm Na,SO, o aq. 4°), + 2!/ com HCI 1:1 + 0,4 ccm 
NaCl 9%, + 2,6 ccm HO ....... 81,0 
2 ocm Na,SO, 10 aq. 40) + 21, com HCl 1:1 + 0,4 ocm 
NaCl 9%, +26ccm H,O ....... 81,0 
2com Na,SO, 10 aq. 4°/, + 2!/; com HCl 1:1 + 0,6 com 
NaCl 9%, +24 ocm H,O ....... 81,5 
2 ccm NaSO, a. : . 4°, + 2'/, com HCI 1:1 + 0,6 ccm 
9 + 2,4 com H,O ....... 81,5 
2 com Na,SO, 2 aq. 4°%/, + 21), cem HCl 1:1 + 0,8 ccm 
NaCl 9%, + 2,2 oom H,O ....... 81,5 
2 com Na,SO, 10 aq. 4°, + 21, com HCI 1:1 + 0,8 com 
NaCl 9 + 2,2 cem H,O ....... 80,5 
2 oom Na,SO, 10 aq. 4°/, + 2!/, com HCl 1:1 + 1,0 ocm 
NaCl 9%, + 2,0 com HO ....... 80,5 
2 ocom Na,SO, 10 aq. 4°% + 21, com HCl 1:1 + 1,0 ccm 
NaCl 9%, + 2,0 ocem H,O ....... 81,0 


Man ersieht, daB das NaCl auf das Volum des 
BaSO, keinen Einfluß ausgeübt hat. 

Ein gleichlautendes Resultat wurde erhalten, als statt 
NaCl, Na,HPO, + 12aq. hinzugefügt wurde. Die Tabelle wird 
ohne Erläuterung deutlich sein. 


Tabelle III. 
Einfluß von Na,HPO, 12aq. auf das Volum des BaSO,-Niederschlags. 


Anzahl der 
Teilungen 


| 841) 
82 

1) Vom Gummistopfen hatten sich hier einige schwarze Partikelchen 
losgelöst, die sich mit dem weißen Präcipitat vermischt hatten. Beim 


Zentrifugieren hatten die Partikelchen sich an derOberfläche angesammelt. 
Wir schätzten deren Volumen auf etwa 2 Teilstriche. 








71/, com angesäuerter Sulfatlösung +5 com acetonhaltiger 
BaCl,- Lösung 







2 com Na,SO, 10aq. SA 2!/, com HCl1:1 + 0,2 com 
a HPO, 128g. 9°) 2,8 oom H,O 
2 com Na,SO, 10aq. a + 21, com Bé: + 0,2 com 
a HPO, 12aq. 9 on ccm H,O 
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Tabelle III (Fortsetzung). 
Einfluß von Na,HPO, 12aq. auf das Volum des BaSO,-Niederschlags. 


71/ com angesäuerter ne nn +5 com acetonhaltiger ee 
BaCl,-Lösung BaSO, 


2 com Na,SO, 10aq. 4°/ 2, com Pri 1 + 0,4 com 









Na, 12aq. 9°/ + 2,6 ccm H,O 
2 cem Na,SO, 10aq. 4o 21), com HA 11:1 -+ 0,4 com 
Na, HPO, 12aq. 90), + 2,6 com H,O 82 
2ccm Na,SO, 10aq. we Be h, = Age 1 + 0,6 com 
lo + 2,4 com H,O 81 
2 ccm Na,SO, 10aq. a +- LE com Hr. 1 -+ 0,6 com 
a HPO, 12aq. 9%, -+ 2,4 com H,O 81,5 
2ccm Na,SO, 10aq. = + 21), u HC: 1 + 1 ccm 
a, HPO, 12aq. 9%, + 2 com H,O 80,5 
2 com Na,80, 102g. 4B, -E 237, com Hat: 1 -+ 1 cem 
Na, „12aq. 9%, + 2 com H,O 80,5 


Man sieht, daß da, wo das Präcipitat nicht verunreinigt 
war, das Volum des BaSO, durch die Anwesenheit des 
Phosphates nicht modifiziert wurde. 


Schließlich noch ein Versuch, um den Einfluß der gesamten 
in tierischen Flüssigkeiten vorkommenden Salze zu prüfen. 
Das Na,CO, konnten wir fortfallen lassen, weil es durch Hin- 
zufügung von HCl doch in NaCl übergeht. 


Tabelle IV. 


Einfluß eines Gemisches von K, Na, Mg, Cl und PO, auf das Volum 
des BaSO,-Niederschlags. 





7'J, com angesäuerter Sulfatlösung 45 ocm acetonhaltiger Anzahl der 
5 Teilungen 

BaCl,- Lösung BaSO 

4 





1. 2 com Na,SO, 10aq.4°/,+ 2'1/, com HCI 1 : 14+ 3ccm H,O : 
2. 2 com Na,SO, 10aq. 4°/, + 2!/, ccm HC11:1+3ccm H,O 80,5 


3. 2 cem Na,SO, 10aq. 4°/, + 2!/;ccm HCI 1:1+1,2 com 
KCI 3,6%, +0, ‚8 ccm 82 
NaCl 9°), + 1,3 ccm Na,HPO, 12aq. 90 +08 ccm 
CaCl, 301 +0,5 cem MgCl, 2°/, + 0,2 ccm H,O 


4. Als 3. 82 


Aus diesem Versuch — mehrere andere Experimente lie- 
ferten ein gleichlautendes Resultat — darf man schließen, daß, 
wenn man nach den oben angegebenen Vorschriften arbeitet, 
die SO,-Bestimmung auf volumetrischem Wege sehr befriedigende 
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Resultate liefert, viel befriedigender als die gravimetrische Me- 
thode. Aber wir wiederholen auf Grund von sehr vielen Ex- 
perimenten, daß die Vorschriften genau beachtet werden müssen. 

Insbesondere — wir baben schon darauf hingewiesen — betreffen 
die Vorschriften die Vermischungsweise von Flüssigkeit und Reagens. 
Davon hängt Größe und Form der Krystallchen in erheblichem Maße 
ab. Wir sind denn auch gewohnt, wenn die Vermischung stattge- 
funden hat, ein Tröpfchen der trüben Flüssigkeit mit der Capillarpipette 
wegzunehmen und mikroskopisch zu untersuchen (Leitz Obj.8, 
Oc. 2). Bei einiger Übung sieht man unmittelbar, ob die Krystallchen 
gut sind. Wie gesagt, machen sie den Eindruck von kleinen Kuben. 
Ihre Oberfläche muß glatt erscheinen. Entspricht das mikroskopische 
Bild dieser Bedingung nicht und erscheinen bei genannter Vergrößerung 
die Krystallchen uneben an der Oberfläche oder haben sie zu große 
Dimensionen, so ist auch das Volum des Sedimentes größer als 81 bis 82. 

Wer das erforderliche mikroskopische Bild der Krystallchen 
noch nicht gesehen hat, möge ausprobieren, ob 2 ccm einer 4°/,igen 
Na,SO,-10aq.-Lösung ein BaSO,-Volum von 81 bis 82 Teilungen lie- 
fert. Es ist empfehlenswert, ein mikroskopisches Präparat des richtigen 
Niederschlags aufzubewahren, um jedesmal kontrollieren zu können. Um 
Verdunstung vorzubeugen, schließt man es in einem Leistchen von 
Asphaltlack oder Paraffin ein, wie in der histologischen Technik üblich. 


Ich muß gestehen, daß ich nach Kenntnisnahme der 
schlechten Erfahrungen, die man bis jetzt mit der gravime- 
trischen BaSO,-Bestimmung gemacht hat, bezüglich der volu- 
metrischen BaSO,-Methode nicht optimistisch gestimmt war; 
denn ich fürchtete, daß sich auch bei der volumetrischen 
Methode die Adsorption in unangenehmer Weise geltend machen 
würde. Die vielfachen Versuche haben jedoch gelehrt, daß bei 
unserem Verfahren von diesem Einfluß nichts zu spüren ist. 
Auch kommt von etwaiger Okklusion von BaCl, in unseren Ver- 
suchsresultaten nichts zum Ausdruck. 

Ob es das Aceton ist, das die Adsorption und die Okklu- 
sion verhindert, oder die beiden doch stattfinden, aber in einem 
derartigen Grade, daß sie wohl bei der gravimetrischen, jedoch 
nicht bei der volumetrischen BaSO,-Bestimmung zur Geltung 
kommen, kann ich nicht sagen. 


Erwähnen wir noch, um die Unabhängigkeit des Nieder- 
schlagvolums von der Anwesenheit verschiedenartiger Sub- 
stanzen darzutun, und damit auch die Brauchbarkeit der Me- 
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thode, einige von den Versuchen, die mit Harn angestellt 


worden sind. 

5 ccm Harn wurden mit 2!/, ccm HCl1:1 versetzt und zu dem Ge- 
misch 5 com acetonhaltiger BaCl,-Lösung hinzugefügt. Das mikroskopische 
Bild des Niederschlags bestand wieder ausschließlich aus sehr feinen kuben- 
artigen Gebilden von der richtigen Größe. Das Volum des Präcipitates 
betrug in einem Doppelversuch je 20 Teilungen. Da genug Harn vor- 
handen war, schien es empfehlenswert, statt 5 ccm 4>x<5ccm Harn zu 
nehmen. Deshalb wurde der Versuch jetzt in vier Röhren wiederholt. 
Die sämtlichen Präcipitate der 4 Röhren wurden in einen Chonohämatokrit 
übergebracht und zum konstanten Volum zentrifugiert. Es stellte sich 
heraus, daß der Niederschlag 80 Teilungen betrug'). 

Immer gab ein n-faches Volum eines Harns ein n-faches Volum 
an BaSO,-Niederschlag. 

Zu den genannten und gleichartigen Versuchen fügten wir noch 
andere Versuchsreihen hinzu. Sie sollten feststellen, ob trotz der 
Anwesenheit der verschiedenartigen Harnbestandteile eine 
bekannte hinzugesetzte SO,-Menge wiederzufinden sein 
würde. 

Es wurde u. a. folgende Versuchsreihe ausgeführt: 

1. 2 x< 5 ccm Harn wurden mit je 2,5 com HCl 1:1 und das Ge- 
misch mit 5 ccm acetonhaltiger BaCl,-Lösung versetzt und die Sedimente 
in einem Hämatokrit zentrifugiert. Es wurden zwei Parallelversuche 
angestellt und folgende Resultate erhalten. 

2><5 ccm Harn lieferten 53 Teilstriche BaSO,-Sediment. 

2><5 ccm Harn lieferten 53 Teilstriche BaSO,-Sediment. 

2. Weiter wurden 10ccm des Harns mit 1 cem 2°/,iger Na,SO, -10aq.- 
Lösung versetzt und von dieser Lösung 2 x 5 ccm genommen und mit 
je 2,5 cem Salzsäure gemischt. Die Mengen des Sedimentes nach Be- 
handlung mit je 5 ccm der acetonhaltigen BaCl,-Lösung betrugen in 
einem Doppelversuch 34 und 33,5 Teilstriche. 

3. Daneben wurde ein ähnlicher Doppelversuch mit 10 ccm Harn 
+2 ccm der Na,SO,-Lösung angestellt. Das Sediment von je 5 ccm 
der Flüssigkeit hatte ein Volum von 39,5 und 39,5 Teilstriche. 

Die folgende Tabelle enthält die Zusammenfassung der erhaltenen 
und berechneten Zahlen. 2 ccm der Na,SO, -Lösung = 81,5 Teilungen. 
(Siehe oben Tabelle I—IV.) 


Man sieht aus den beiden Tabellen V und VI auf S. 184, 
daßtrotzder Anwesenheit derverschiedenartigen Harn- 
bestandteile das SO, genau wiedergefunden wurde. 


1) Wie erwartet wurde, zeigte der Harn einer und derselben Person 
an verschiedenen Tagen große Unterschiede Das BaSO,-Präcipitat von 
5 ccm Harn wechselte von 15 bis 62 Teilstriche. Es werden wahr- 
scheinlich noch größere Schwankungen vorkommen. 
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Tabelle V. 
Wird das dem Harn hinzugesetzte SO, wiedergefunden? 


= Teil BaSO,. 
Flüssigkeiten en, B 


Gefunden Berechnet 






2 œ< 5 ccm Ham........ n 
2x<5ccmHarn ... ...... 


10cem Harn-+1 ccm 2°/ iger Na,SO, 
10aq.-Lösung 
Hiervon 5 cem esses’ 


Hiervon 5 com ..... ss. fi x (53 + 20,5) = 33,4 
10ccm Harn -+2 com 2°/ iger Na SO, 

10aq.-Lösung 
Hiervon 5 cem ...s. s.s 202. 89,5 5, >< (53 + 40,8) = 39,1 


39,5 
Die folgende Tabelle bringt noch eine andere der vielen 
Versuchsreihen. 


Hiervon 5 com ......... 


Tabelle VI. 
Wird das dem Harn hinzugesetzte SO, wiedergefunden? 


Teilungen BaSO,. 





Flüssigkeiten 
Gefunden Berechnet 
3>x<5ccm Harn . .... ae E | 
83>x<5cem Harn...’ 549545 


10 ccm Harn -+ 1 ccm der 2°/,igen 
Na,SO, 10aq.-Lösung 


Hiervon 10 ccm... ...... 511 - 5 : 
Parallelversuch a 1 21)5ı |114x545+20,9-51,6 


10 ccm Harn 4 2 ccm der 2°',igen 
Na,SO, 10aq.-Lösung 
Hiervon 10 ccm . ..... ...] 64 419 (4x 54,54 40,8) = 64,4 


Schließlich erwähne ich noch eine Versuchsreihe, aus der 
hervorgeht, daß, wenn man durch eine Verkleinerung der 
Acetonmenge eine Zunahme der Krystallgröße und damit ein 
etwas vergrößertes Präcipitationsvolum bekommt, doch das hinzu- 
gefügte SO, genau wiedergefunden wird. 

Man wird bemerken, daß jetzt das Volum des aus 2 ccm 
der Standardsulfatlösung erhaltenen BaSO,-Niederschlags nicht 
81,5, sondern 87,5 Teilungen betrug. Dementsprechend zeigten 
bei mikroskopischer Untersuchung die Krystallchen eine andere 
Größe. Aber in den verschiedenen Mischungen waren sie 
gleich. 
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Tabelle VII. 


nn. o Teilungen BaS0. 
Flüssigkeiten yi Zn Zah 
Gefunden | Berechnet 


2 cem 2°/,iger Na,SO, 10aq.-Lösung 
2 ccm 2°/,iger Na,SO, 10aq.-Lösung 
E>6 0 SO HEBEN =. 5: 8 ie 
EICH IE REN u E O E E 


10 com Harn + 1 cem der Na,SO,- 
Lösung 





Hiervon 2x5o0m > es soca 74 = 
a a e O O E EE r S % 74 +2 x (68 + 22) = 74 
10 cem Harn + 2 ccm der Na,SO,- 
Lösung 
Hiervon 2x5 oom ....... 855 148% (59 + 4) — 85,8 


Man sieht, daß, wenn 2 ccm der 4°/,igen Na,SO,- 
Lösung nicht 81,5 Teilstriche BaSO, entsprachen, 
sondern 87,5 Teilstriche, die dem Harn hinzugesetzte 
SO,-Menge doch wiedergefunden wurde. 

Wir werden hier nicht weiter auf die SO,-Bestimmung im 
Harn eingehen. Es wird das bei einer anderen Gelegenheit 
geschehen.. Wir bezweckten hier lediglich, die Anwendungs- 
möglichkeit unserer Methode bei einer kompliziert zusammen- 
gesetzten Flüssigkeit nachzuweisen. 


5. Noch einige Bemerkungen. 


In der chemischen Praxis werden noch viele andere Stoffe 
in den sulfathaltigen Flüssigkeiten vorkommen können, außer 
denen man in biologischen Flüssigkeiten begegnet. Man wird dann, 
um die Zuverlässigkeit der Methode zu prüfen, vorgehen, wie 
wir es beim Harn getan haben, oder, wenn man die betreffen- 
den Stoffe alle kennt, durch absichtliche Hinzufügung derselben 
zu einer reinen Sulfatlösung bekannter Konzentration, feststellen, 
ob sie das Volum des BaSO,-Niederschlags beeinflussen. Dies 
liegt außerhalb unserer Fragestellung. Wohl aber interessiert 
es uns, die Frage zu berühren, inwieweit der schädliche Einfluß 
von Eiweiß zu umgehen ist. Nach unserer Erfahrung gelangt 
man in leichter Weise dadurch zum Ziel, daß man das Eiweiß 
mittels Ultrafiltration entfernt. Man kann dazu ein Filter be- 
nutzen, das mit einer 5°/,igen Lösung von Celloidin in Al- 
kohol und Äther getränkt ist und nachher mit 50°/,igem Al- 
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kohol und dann mit Wasser behandelt. Das Eiweiß bleibt 
vollständig zurück. Nach dieser Methode haben wir mit 
Erfolg bereits SO,-Bestimmungen in Blutserum aus- 
geführt. Wir kommen später darauf zurück. 

Was den Genauigkeitsgrad unserer SO,-Bestimmung 
betrifft, so lehrt die Berechnung folgendes. 

2 ccm einer 4°/ igen Lösung von Na,SO, -10 aq. enthalten 
0.02386 g SO,. Diese gaben, als die BaCl,-Lösung auf t/, 1 
8 ccm Aceton enthielt, ein Volum an BaSO,-Niederschlag 


von 81,5 Teilung, so daß jede Teilung, die einem Volum von 
0,0004 ccm entspricht, mit a = 0,000 294 g SO, überein- 
stimmt. ' 

Da man bei genauem Arbeiten keinen größeren Fehler 
als 1 Teilstrich macht, ist also die Methode wenigstens auf 
0,000294 g SO, exakt. Enthält die Flüssigkeit z. B. bloß 
0,00294 g SO,, so braucht der Versuchsfehler demnach nicht 
mehr als 1°/, zu übersteigen. 

Aus der Tabelle VI z.B. geht hervor, daß 15 ccm des 
untersuchten Harns 55 und 54 Teile BaSO, lieferten. In 
15 ccm waren also vorhanden 55 œX 0,000 294 bzw. 54 >œ 
0,000294 g SO,, oder 0,001617 bzw. 0,0015876 g SO.. 

Man bekommt auf diese Weise eine Vorstellung von der 
Genauigkeit, mit der man selbst sehr kleine SO,-Mengen be- 
stimmen kann, was um so mehr erfreuen muß. wenn man be- 


denkt, wie einfach die Methode ist. 


Die vorliegende Mitteilung bezweckt zweierlei: Zunächst 
wünscht sie eine einfache Methode anzugeben, die in bequemer 
und schneller Weise sehr genaue Bestimmungen geringer 
Quantitäten SO, auszuführen gestattet; in zweiter Linie hofft 
sie, wie unsere entsprechende Arbeit über die volumetrische 
Bestimmung sehr kleiner Kaliummengen, den Anstoß zu einer 
neuen Methodik zu geben, die neben der Analyse durch Ge- 
wichtsbestimmung (Mikro- und Makro-Bestimmung) sicher einen 
Platz verdient, und zwar weil sie Zeitersparnis mit Einfach- 
heit und Genauigkeit vereinigt. Da sie außerdem gestattet, 
mit geringen Quantitäten zu arbeiten, ist sie auch für Reihen- 
untersuchungen von organischen Sekreta und Exkreta sehr ge- 
eignet. 
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Die Schwierigkeiten, die der weiteren Anwendung der 
mikrovolumetrischen Methode für andere Substanzen als K und 
SO, im Wege stehen, werden hauptsächlich wieder darin liegen, 
daß die Bedingungen ausfindig gemacht werden müssen, unter 
denen ein Niederschlag erhalten wird, der unter allen Um- 
ständen dasselbe mikroskopische Bild zeigt. 

Augenblicklich wird man das nur auf empirischem Wege 
erreichen können. Weiß man doch von den Kräften, die 
der Verschiedenheit in Krystallform und Krystall- 
größe einer und derselben Substanz zugrunde liegen, 
sebr wenig. Es würde auch aus einem theoretisch 
physikalisch-chemischen Gesichtspunkt von Interesse 
sein, systematische Untersuchungen darüber anzu- 
stellen?). 


6. Zusammenfassung. 


1. Da die quantitative Bestimmung des SO, durch Wägung 
des BaSO, - Niederschlags zu den schlechtesten quantitativ- 
chemischen Methoden gehört, scheint es von Wichtigkeit, dieses 
übliche Verfahren durch eine genaue und zuverlässige Methode 
ersetzen zu können. 

Die hier vorgeschlagene neue Methode hat außer Ge- 
nauigkeit und Zuverlässigkeit den Vorteil, daß sie wenig Zeit 
in Anspruch nimmt und im Zusammenhang damit für Reihen- 
untersuchungen sehr geeignet ist. Endlich gestattet sie, mit 
sehr geringen Mengen SO, zu arbeiten. 

Durch die Kombination der genannten Qualitäten 
ermöglicht sie es, physiologische und pathologische 
Probleme in Angriff zu nehmen, die bis jetzt unaus- 
führbar waren. 


2. Die Methode beruht auf dem Prinzip, daß die durch 
HCl angesäuerte SO,-Lösung mit einer acetonhaltigen BaCl,- 
Lösung versetzt wird und der gebildete Niederschlag in einem 
von einem Trichter versehenen kalibrierten Kapillarröhrchen 
(Chonohämatokrit) zum konstanten Volum zentrifugiert und 


1) Eine Zusammenfassung von dem, was über den Gegenstand be- 
kannt geworden ist, findet man im Handbuch der Naturwissenschaften 
7, 1914. 
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gemessen wird. (Von einer Auswaschung des Niederschlags ist 
hier also nicht die Rede.) 


3. Was die Ausführung der Methode betrifft, sei fol- 
gendes bemerkt: 

5ccm der sulfathaltigen Flüssigkeit werden mit 2,5 ccm 
einer HCI-Lösung versetzt, die aus 1 Volum konzentrierter Salz- 
säure und 1 Volum Wasser besteht. 

. Die Chlorbariumsolution ist eine 2,44°/ ige Lösung von 
BaCi, 2aq. und enthält auf 5 ccm 0,08 bis 0,13 ccm (3 bis 
5 Tropfen) Aceton. Was die Weise der Vermischung von 
Flüssigkeit und Reagens und der Zubereitung des Reagenses 
selbst anbelangt, sei auf die Ausführungen sub Abschnitt 8 ver- 
wiesen (vgl. weiter S. 172). 

1 Teilstrich (= 0,0004 ccm) BaSO,-Niederschlag 
entspricht 0,000294 g SO,. 


4. Im Gegensatz zu den bei der gewichtsanalytischen BaSO,- 
Methode bekannten Erfahrungen stört die gleichzeitige Anwesen- 
heit von Na, K, Ca, Mg, Cl und PO,, von Substanzen also, die 
in biologischen Flüssigkeiten vorzukommen pflegen, bei unserer 
Methode nicht: m.a.W. die Anwesenheit der genannten Bei- 
mischungen hat auf das Volum des Niederschlags keinen Ein- 
fluß; eine n-fache SO,-Menge gibt auch dann ein n-faches Volum 
an BaSO,-Niederschlag. 

Beim Harn wird das hinzugefügte SO, genau wiederge- 
funden. 


5. Was den Genauigkeitsgrad betrifft, so über- 
steigt bei genauem Arbeiten nach den gegebenen Vor- 
schriften der Versuchsfehler 0,000294 g SO, nicht. 


6. Die vorliegende SO,-Bestimmungsmethode ermöglicht es, 
eine Lehre des S-Gleichgewichtes aufzustellen, die neben der 
Lehre des N-Gleichgewichtes unsere Kenntnisse auf dem Gebiete 
des Eiweißstoffwechsels und des Stoffwechsels im allgemeinen 
erheblich zu fördern verspricht. 


Gesamtreduktion und Restreduktion des Blutes in Be- 
ziehung zu den reduzierenden Komponenten des Rest- 
stickstoffs. 


Beitrag zur Frage der Bestimmung des Blutzuckers unter 
physiologischen und pathologischen Verhältnissen. 


Von 
Joh. Feigl 


(Aus dem Chem. Laboratorium des Allgem. Krankenhauses 
Hamburg-Barmbeck.) 


(Eingegangen am 22. Juli 1916.) 


Der Bestand von Blut und serösen Flüssigkeiten an 
Kohlenhydraten hat bisher, wenn auch in den Grundzügen 
experimentell aufgeklärt und theoretisch gedeutet, der restlosen 
Durchforschung namhafte Schwierigkeiten entgegengestellt. Un- 
sere bisherigen Vorstellungen und Kenntnisse sowie die Lücken 
und Streitpunkte in diesen gruppieren sich nach Umfang und 
Wesen um die Begriffe Blutzucker, Gesamtreduktion, 
Restreduktion, von denen jeder wiederum bei näherer Be- 
trachtung einen komplexen Inhalt enthüllt. 


Einleitung. 


Eines der nächsten — man kann sagen das nächste prak- 
tische — Ziele aller Forschung auf dem Gebiete der physio- 
logischen und pathologischen Chemie des Kohlenhydratstoff- 
wechsels im Blute ist die Ermittlung des tatsächlichen Betrages 
an Glucose. Wenn im Laufe der Entwicklung diese fest um- 
schriebene Fragestellung eine Verschiebung und Entfernung 
von dem chemisch und biologisch engbegrenzten Begriff durch 
die Einbeziehung naheliegender, genetisch verwandter wie re- 
aktiv ähnlicher Substanzen erfuhr, so war dies eine Folge un- 
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serer durch das Wesen der eingeschlagenen Methoden begrenz- 
ten, experimentellen Erkenntnismöglichkeiten. Auch heute, 
nachdem ganz vor kurzem in dem wieder aufgeflackerten Streit 
um die Existenz einer Restreduktion das entscheidende Wort 
zugunsten der Realität einer solchen — unabhängig von dem 
Wertausdrucke gewisser Methoden — im qualitativen Sinne 
gesprochen wurde, ist Umfang und Inhalt dieses Begriffes im 
quantitativen Sinne sowohl für die Norm wie erst recht für 
bestimmt geartete, pathologische Verhältnisse keineswegs fest- 
gelegt. Vor allem bestehen über die Chemie der an der Rest- 
reduktion beteiligten natürlichen, chemisch (systematisch wie 
reaktiv) definierten bzw. definierbaren Substanzen des Blutes 
nur ungenügende, einseitig auf die Kohlenhydrate zugeschnittene 
Vorstellungen. Eine wesentliche Lücke soll durch Einbeziehung 
der Lehren aus den chemischen Kenntnissen, die im Gebiete 
des Reststickstoffs (Nichtproteinstickstoffs, der stickstoffhaltigen 
Krystalloide) erworben wurden, soweit es der Stand der For- 
schung zuläßt, ausgefüllt werden. Eine chemisch-physiologische, 
wie besonders methodische Überschau dieses in vielen Rich- 
tungen heute noch im Flusse befindlichen Forschungsgebietes 
wird zeigen, daß nicht nur im qualitativen, sondern auch im 
quantitativen Sinne derartige Beobachtungen und Befunde die 
vorliegende Frage zu fördern geeignet sind. 

Zufolge längerer eigener Untersuchungen und Zusammen- 
fassungen über dieses Gebiet wurde bereits seit über Jahres- 
frist versucht, diese Ergebnisse praktisch in den Dienst der 
Zuckerfrage zu stellen!) Den Ausgangspunkt bildeten ana- 
lytische Befunde über jene Anlässe, in denen die Fraktion 
des Gesamtreststickstoffs den größten Umfang zeigt, und bei 
denen, selbstverständlich mit Rücksicht auf individuelle und 
zeitliche Schwankungen der einzelnen Fälle unter den Kom- 
ponenten, auch die reduzierenden Nichtzucker angereichert vor- 
kommen. Es wurde im Zusammenhang mit pathologisch-che- 
mischen Untersuchungen im Gebiet der Nierenschädigungen 
zunächst Material zur Frage des Zuckerumsatzes bei den 


1) J. Feigl, Über den gegenwärtigen Stand der chemischen Blut- 
untersuchung. Vortrag im ärztl. Verein zu Hamburg, 2. Mai 1916. — 
Hambg. Arztekorresp. 1916, Nr. 20, 223. — Deutsche med. Wochenschr. 
1916, Nr. 40. 
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Formen der Brightschen Nierenerkrankung gesammelt. Später 
zeigten sich in weiteren pathologischen Zuständen summarisch 
ähnliche Bilder. Es kamen in Betracht: Stauungszustände, 
chronische Dysenterien!), die in mancher Beziehung der Beri- 
beri-(Lager- bzw. Segelschiffsberiberi nach Nocht und Mit- 
arbeitern) und Skorbutgruppe verwandt zu sein scheinen, akute 
gelbe Leberatrophie u. a. m.?) 

Die obengenannten Begriffe der Gesamtreduktion und 
Restreduktion sind Produkte von Ergebnissen chemischer Me- 
thoden. Demgemäß hat eine Betrachtung die folgenden experi- 
mentellen Gesichtspunkte zu berücksichtigen. Diese sind: 

1. Die Abtrennung einer zuckerhaltigen resp. den Zucker 
in angereicherter Form führenden Fraktion und der Einfluß 
des eingeschlagenen Trennungsverfahrens auf Bildung und Zer- 
störung, Einführung bzw. Ausschluß von Substanzen aus dem 
Gebiete der Restreduktion. 

2. Die analytischen Methoden zur Bestimmung des Zucker- 
gehaltes der so vorbereiteten Fraktion und ihr Einfluß auf die 
vorhandenen, nach 1. in die Lösung eingebrachten, resp. der- 
selben erhaltenen Stoffe im Sinne der Restreduktion. 

Eine Isolierung der Gesamtkohlenhydrate zu einer ge- 
schlossenen Fraktion unter grundsätzlicher Abtrennung von 
Nichtkohlenhydraten oder gar des wahren Zuckers in Substanz 
für sich oder in Gestalt chemisch wohl definierter Derivate ist 
von keiner Methode, die Anspruch auf praktische Bedeutung 
im Sinne experimenteller bzw. diagnostischer Verwendung zu er- 
heben berechtigt ist, bisher ins Auge gefaßt bzw. erreicht worden. 
Auch wird man dieses Ziel, wie die Sachen jetzt stehen, nament- 
lich unter dem Eindrucke der Entwicklung unserer biochemi- 
schen Analytik in dem Bereiche der Mikrochemie, als unerreich- 
bar ansehen müssen. Der quantitative analytische Nachweis 
bezieht sich stets auf charakteristische Reaktionserscheinungen, 
die allgemeinerer, nicht lediglich die „direkt reduzierenden* 
Zuckerstoffe — zunächst Monosen spez. Hexosen — trefiender 


1) A. V. Knack, Diskussion zum Vortrag von Feigl. Ärztl. Verein 
zu Hamburg, 16. Mai 1916. — Hambg. Ärztekorresp. 1916, Nr. 22. — 
Deutsche med. Wochenschr. 1916. 

23) J. Feigl und Luce, Neue Untersuchungen zur Frage des Stick- 
stoffumsatzes bei akuter gelber Leberatrophie. Diese Zeitschr. 1916. 
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Natur sind, und daher vor einem über das Ziel hinausschießen- 
den Einfluß auf nicht direkt reduzierende Kohlenhydrate, sowie 
weiterhin auf die Nichtzuckerstoffe kaum zu bewahren sind. Die 
Abgrenzung einer Fraktion, die tunlichst quantitativ im Rahmen 
eines mehr oder minder großen Gehalts an Begleitstoffen den 
Zucker enthält, gründet sich auf die Entfernung der chemisch 
oder physikalisch abscheidbaren Hauptanteile aus Vollblut und 
Serum — der Proteine schlechthin —. Naturgemäß schließt 
jede Isolierung der Zuckerfraktion, sei es auf rein chemischem, 
sei es auf physikalisch-chemischem Wege die Konsequenz ein, 
daß andere, gleichzeitig nicht mit fällbare Stoffe in Lösung 
bleiben. Die Leistung des Enteiweißungsverfahren in dieser 
Richtung hängt ab von der Natur der Fällungsmittel. Sie 
schwankt zwischen den zwei Extremen der objektiven Kolloid- 
fällung, die in praxi sämtlichen Krystalloiden das Verbleiben in der 
Lösung gestattet und energisch fällenden, chemischen Mitteln, 
unter denen die Phosphorwolframsäure wie Quecksilberkomplex- 
salze obenan stehen. Doch kann auch Zuckerverlust eintreten. 


Über die an der Restreduktion beteiligten Anteile des 
Reststickstoffs unter physiologischen Verhältnissen. 


Sebr gute Vorstellungen zur Frage der Restreduktion des 
Blutes vermittelt ein Überblick über den Stand unserer Kennt- 
nisse vom Reststickstoffe des Blutes und seinen Komponenten. 
Unmittelbares Interesse beanspruchen diejenigen, die in den 
Reduktionsvorgang direkt eingreifen. 

Nachdem wir der Irrationale der zweifelhaften Methoden zur 
Bestimmung des Gesamtreststickstoffs — Hitzekoagulation nach 
Hohlweg und Meyer!), Mahlo?) u.a. mit künstlich erhöhten, 
und chemische Fällungen mit künstlich verringerten Beträgen?) 
— überwunden haben, liegen objektive Werte über diese Fraktion 
vor‘). Ohne ins einzelne zu gehen, sei gesagt, daß die Eisen- 


1) H. Hohlweg und Meyer, Untersuchungen über den Reststick- 
stuff des Blutes. Beiträge z. chem. Physiol. u. Pathol. 11, 1908. 

2) H. Mahlo, Eiweißabbauprodukte und Wassermannsche Reaktion, 
Beiträge z. Klin. d. Infektionskrankh. u. zur Immunitätsforsch. 3, 1/2, 
101, 1914. 

s) J. Feigl, Vortrag, Hamburg, 2. Mai 1916. 

t) Ganz zutreffend ist diese Auffassung nach dem neusten Stande 
leider nicht. Immer noch wird, teils zu absoluten Zwecken, teils zu „Ver- 
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methode von Rona und Michaelis!) und die mikrochemischen 
Methoden von Folin?) oder Greenwald?) bzw. besonders von 
Bang‘) den normalen Reststickstoff in nüchternem Zustande 
zu beziffern gestatten auf 


22 bis 26 mg für 100 ccm Blut (Folin), 

20 bis 35mg » » » n»n (Bang), 

18 bis 35mg » » »  » (Eisenmethode°) bzw. 

17 bis 28mg » n o» » ( n Lenhartz- 
Meyer’). 


Von Bang stammt die Einführung der schematischen 
Trennung in die zwei Hauptfraktionen des Harnstoffs und der 
Aminosäuren, welch letztere die echten Aminosäuren neben 
Kreatin, Kreatinin, Harnsäure bzw. Gesamtpurin umfaßt’). 

Vom Standpunkte der Stickstoffverteilung eröffnet diese 
Trennung bereits gute Übersichten, wie die Extreme des inter- 
mediären Stoffwechsels — Aufnahme von Eiweißstoff, von Amino- 

säurengemischen, bestimmten Aminosäuren — wie Sporthöchst- 
| leistungen, wie schwere toxische Schäden — Phosphorvergiftung 
und Leberatrophie bzw. experimentelle Nephritis — zeigen °). 
Für unsere Frage brauchen wir indes tiefere Differenzierungen, 


gleichen“ die alte Methodik verwandt. — H. Zondek, Funktionsprüfungen 
bei Nephritis und orthotischer Albuminurie im Kindesalt;r. Arch. f. klin. 
Med. 82, 1/2, 78, 1915. — H. Haas, Der Indicangehalt des menschlichen 
Blutes unter normalen und pathologischen Zuständen. Arch. f. klin. Med. 
119, 1/2, 177, 1916. — Vgl. J. Feigl mit A.V. Knack, Kritische Beiträge 
zur Methodik des Reststickstoffs von Blut und serösen Flüssigkeiten. I. 

1) P. Rona und L. Michaelis, diese Zeitschr. 7, 329, 1908. 

2) O. Folin und W. Denis, Journ. of Biolog. Chem. 11, 527, 1912. 

3) J. Greenwald, The Estimation of Non-Protein-Nitrogen in Blood. 
Journ. of Biolog. Chem. 11, 61, 1915. 

1) I. Bang, Methoden zur Mikrobestimmung einiger Blutbestand- 
teile. Wiesbaden 1916, Bergmann, S. 29. 

5) J. Feigl, 1. o. 3). 

¢) Lenhartz-Mever, Mikroskopie und Chemie am Krankenbett. 
Berlin 1913, VII. Aufl., S. 127. Die dort gegebenen, offensichtlich etwas 
niedrigeren Werte resultieren nach einer frdl. Privatmitteilung von 
O. Schumm daher, daß nach der Enteiweißung ein weiteres Einengen, 
etwa wie beim Blutzucker üblich, eingefügt wurde. 

N) I. Bang, Mikrobestimmungen, S. 27. 

3) I. Bang, Untersuchungen über den Reststickstoff des Blutes. II. 


Diese Zeitschr. 72, 119, 1916. V. ebenda 146. 
Biochemisehe Zeitschrift Band 77. 13 
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wie sie jede moderne Reststickstofforschung bei feineren patho- 
logisch-chemischen Fragen verlangt. 

Für Harnstoff werden von Folin Werte von 12 bis 15 mg''), 
von Bang Werte von 10 bisi5 mg?) genannt, die mithin 45 
bis 56°/,, abgerundet 50°/, des Gesamtreststickstoffs — in 
nüchternen Zustande — ausmachen. Im Hunger kann diese Zahl 
nach Bang auf 70°/, und mehr?), bei Sporthöchstleistungen 
nach Feigl auf 80°/, und mehr steigen‘), bei alimentären Um- 
setzungen andererseits nach Bang auf 20°), sinken’). Das 
Reziprok der zitierten Zahlen ist die Aminosäurefraktion. 
Für die Behandlung der vorliegenden Frage fällt die erstere 
zunächst heraus, da sie in den Reduktionsvorgang offenbar 
nicht eingreift und eine Störung durch das ihr eigentüm- 
liche, freie oder das intermediär bei alkalischer Kochung 
aus Harnstoff entstehende Ammoniak, bei den Methoden 
von Bang und Lehmann-Maquenne (s. u.) bisher nicht 
beobachtet wurde. 

Die Purine bilden für sich im ganzen genetisch ein ge- 
schlossenes Gebiet®). Unsere Kenntnisse über den Bestand des 
Blutes an Purin sind an Hand der colorimetrischen (derzeit 
besten) Methoden von Folin-Denis’) bzw. Steinitz?) bzw. 


1) O. Folin und W. Denis, Journ. of Biolog. Chem. 11, 527 ff., 
1912. — Abderhalden, Biochemische Arbeitsmethoden 7, 715 bis 726, 
1913 (Folin). 

®) I. Bang, Methoden zur Mikrobestimmung usw. 

3) I. Bang, Untersuchungen über den Reststickstoff I usw. IV. 
Diese Zeitschr. 72, 120, 1916. 

4) J. Feigl, Chemische Untersuchungen an den Teilnehmern eines 
Armeegepäckmarsches. II. Teil. Reststickstoff usw. Diese Zeitschr. 76, 
3/4, 1916. 

6) I. Bang, Untersuchungen über den Reststickstoff usw. III. Diese 
Zeitschr. 72, 135, 1916. 

0) Siehe dazu L. B. Mendel und R. Stehle, The rôle of the 
digestive glands in the excretion of endogenous uric acid. Journ of Biolog. 
Chem. 22, 215, 1915; Biochem. Centralbl. 1, 18, 1916. 

7) O. Folin und W. Denis, Protein metabolism from the stand- 
point of blood and tissue analysis VI. On uric acid usw. Journ. of Biolog. 
Chem. 14, 29, 1913; Biochem. Centralbl. 15, 181, 1913. 

°) Steinitz, Untersuchungen über die Blutharnsäure, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 90, 1914. 
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Authenrieth!) die folgenden. Bei durchschnittlicher Er- 
nährung, die aber pathologisch-chemisch bzw. diagnostisch ein- 
deutige Werte nicht vermittelt, gibt Folin folgende Zahlen für 
die Norm: 


Fälle | mg Harnsäure in 100 ccm Vollblut 


5 0,7—0,9 
22 1,0—2,0 
11 2,2—3,7 


Steinitz nennt im Anschluß an methodische Verbesse- 
rungen Einführung einer „Korrektion“ die folgenden, nicht un- 
beträchtlich höheren Werte und Variationsbreiten: für purinfreie 
Ernährung 2,0 mg bis 4,0 mg, durchschnittlich 3,0 mg in 100 ccm. 

Ähnlich sind auch die Befunde nach Authenrieth sowie 
Ergebnisse einer Reihe eigener Untersuchungen, die an anderer 
Stelle mitgeteilt werden sollen, jedenfalls aber durchweg etwas 
höher ausfallen als die von Folin mitgeteilten ?°). In ein neues 
Stadium tritt diese Frage durch die methoden-kritische Arbeit 
von Benedict’), der die „gebundene“ Harnsäure in die Dis- 
kussion einführt. Alles zusammengenommen, haben wir unter 
Mitaufnahme der Tatsache, daß auch in der Norm wohl alimen- 
täre, kurzdauernde Erhöhungen auftreten könnten (die 4 mg und 
mehr erreichen), am Gesunden im nüchternen Zustande, bei 
purinfreier Diät von 2,0 mg bis zu 4,0 mg, bei wahllos orien- 
tierter Ernährung gelegentlich auch mehr, somit unter normalen 
Verhältnissen im nüchternen Zustande überschlagsweise im 
Mittel 3,0 mg, als obere Grenze 4,0 mg anzunehmen. 


1) W. Authenrieth und A. Funk, Über colorimetrische Bestim- 
mungsmethoden: Die Bestimmung von Harnsäure in Blut und Harn. 
VIII. Mitteilung. Münch. med. Wochenschr. 9, 457. : 

2) Werte nach dem Verfahren von C. Maase und H. Zondek, 
das auf die intermediäre Isolierung der Harnsäure verzichtet und eine 
„Korrektur“ einführt, sind mit Vorsicht zu behandeln. Nach unseren 
Erfahrungen kann das fragliche colorimetrische Prinzip nur unter weit- 
gehender Präzisierung (cf. S. R. Benedict), nicht unter Vereinfachung 
mit dem gewünschten Erfolge benutzt werden. Münch. med. Wochenschr. 
62, 1110, 1915. 

3) S. R. Benedict, Studies in uric acid metabolism I. On the urio 
acid in ox and in chicken Blood. Journ. of Biolog. Chem. 20, 633, 1915. — 
Derselbe, On the colorimetric determination of uric acid in Blood. 
Ebenda 629. 

13* 
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Kreatin und Kreatinin folgen im Organismus eigenen 
Gesetzen und sind ihrem Bestande nach diskutierbar durch 
die von Folin eingeführte Betrachtung ihres endogenen Stoff- 
wechsels. Die analytische Chemie und Biochemie des Krea- 
tins sind in letzter Zeit fast ausschließlich von amerikanischen 
Forschern entscheidend gefördert worden. Aus den methodischen 
und praktischen Ergebnissen der Arbeiten von Folin?), Folin- 
Denis?), Myers und Fine), Morris‘) u. a. entnehmen wir, 
daß das Blutkreatinin beim Gesunden Werte erreicht, die um 
1, bis 2 mg in 100 ccm Blut liegen. Eine gleichfalls hierher 
gehörige Angabe (niedrigere Werte) von Neubauer?) ist ex- 
perimentell nicht weiter belegt. Eigene Untersuchungen an 
12 Gesunden bei gemischter Kost ergaben Werte von 0,8 bis 
2,4 mg; bei streng kreatin- und kreatininfreier Ernährung 
wurden in 10 Fällen 0,6 bis 1,8 mg gefunden, deren Parallel- 
werte in einer Periode gemischter Kost 1,0 bis 2.2 mg in 
100 ccm Blut betragen haben. Im Hunger wurden nicht durch- 
aus geklärte Verhältnisse, meist ein Anstieg auf über normale 
Höhe des endogenen Bestandes, bei Sporthöchstleistungen®), 
die aber schon in den Bereich der pathologischen Physiologie 
gehören, einmal (nüchtern!) gefunden 3,2 mg. Man wird 2 mg 
in 100 ccm Blut zu rechnerischen Zwecken bei durchschnitt- 
licher Ernährung als obere Grenze (nicht Extrem) annehmen 
dürfen. 

Über die Auswertung der Kreatinfraktion lehren zunächst 
die Arbeiten von Folin’), daß in Fällen streng purinfreier 


1) O. Folin, Creatinine and Creatin Estimation in Udine Journ. of 
Biolog. Chem. 17, 469, 1914. — Derselbe, On the preparation of Creatin, 
Creatinine and Standard solutions 17, 46, 1914. 

2) O. Folin und W. Denis, On the Creatinine and Creatin Content 
of Blood. Journ. of Biolog. Chem. 17, 487, 1914. 

3) V.M yers und Fine, The metabolism of creatin and creatinine, VII. 
The fate of creatin when administered. Journ. of Biolog. Chem. 21,377,1915. 

t) L. Morris, Kreatin der Kreatininbestimmungen. Journ. of Biolog. 
Chem. 21, 201, 1915; Chem. Zentralbl. 13, 725, 1915; s. auch Folin- 
Morris, Journ. of Biolog. Chem. 17, 469, 1914. 

6) O. Neubauer, Verwendung von Kreatinin zur Prüfung der Nieren- 
funktion. Münch. med. Wochenschr. 1914, I, 857. 

°) J. Feigl, Chemische Blutuntersuchungen an den Teilnehmern 
eines Armeegepäckmarsches, II. Biochem. Zeitschr. 75, 1916. 
0. Folin, 1l. c. 


Gesamt- u. Restreduktion d. Blutes in Bezieh. zu reduz. Rest-N. 197 


Ernährung der Gesunde einen Nüchternwert innerhalb der 
Grenzen von 5 bis 10 mg für 100 ccm Blut erkennen läßt. 
Eigene Untersuchungen an 10 Gesunden nach der schönen 
Methodik von Folin ergaben bei wahlloser gemischter Kost, 
nüchtern entnommen, 5 bis 9 mg. Anstiege wurden in ver- 
einzelten, systematisch nicht näher verfolgten Fällen bis hinauf 
zu 12 mg beobachtet. Man wird mit 8 mg als durchschnitt- 
lichem oberen Nüchternwert rechnen können. 

Die älteren Arbeiten zu dieser Frage enthalten folgende 
Angaben: Gottlieb und Stangassinger fanden Kreatinin in 
Zahlen, die so gering sind, daß sie kaum in Beziehung zu dem 
heute ermittelten (Folin u.a.) stehen!) Für Kreatin geben 
sie mit rd. 0,02°/, Werte, die wenigstens in der Größenordnung 
den jetzigen nahestehen. Voit fand mehr als das Doppelte, 
Letsche (!) überhaupt kein Kreatin?). 

Berechnet man nunmehr die genannten abgerundeten Be- 
träge von Kreatinin — 2 mg — und Kreatin — 8mg — so- 
wie Gesamtpurin — 4mg — nach ihrem rd.Stickstoffgehalt 0,75 mg, 
bzw. 3,4 mg, bzw. 1,3 mg, so werden insgesamt rd. 5,5 mg 
Stickstoff von der Fraktion der Aminosäuren abzusetzen sein, 
um den Stickstoffwert der echten Vertreter dieser Gruppe zu 
erlangen. Diesem rechnerischen, natürlich durch Rücksicht auf 
noch unbekannte Verbindungen als angenähert anzusehenden 
Wert haben wir weiterhin die direkt ermittelten entgegenzu- 
stellen. 

Van Slyke?) findet für nüchtern entnommenes Menschen- 
blut in der Norm mit seiner gasometrischen Methode Werte 
von 3 bis 8 mg, Rosenberg‘) mit einer Variation der Stamm- 
methode 10 bis 12 mg. Gorchkoff und Kontoursky’) geben 


1) Gottlieb und Stangassinger, Zeitschr. f. physiol. Chemie 55, 
322, 1908. 

?) Lit. zit. nach Neuberg, Der Harn usw., Bd. II, Berlin 1911; 
Artikel Blut, bearbeitet von Bang, S. 999. 

®) v. Slyke und Mitarbeiter, 4 Publikationen. Journ. of Biolog. 
Chem. 16, 187 ff., 1913/14. 

4) O. Rosenberg, Bestimmung von freiem Aminostickstoff im 
Blute nach van Slyke mit salzsaurer Sublimatlösung. Chem. Centralbl. 2, 
87, 1914. 

6) Gorchkoff und Kontoursky, Contribution à l'étude de l’azote 
des aminoacides du sang de l’homme dans certaines conditions. Soc. 
d. Biol. 10, 455, 1914; Biochem. Centralbl. 17, 295, 1914. 
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für den Hungerzustand 12 bis 15 mg, den Anstieg durch 
Eiweißverdauung auf 16 mg für 100 ccm Blut. Über letztere 
Frage bringt jedoch Bangs umfassende Arbeiten die Ent- 
scheidung. Eigenen Untersuchungen, die vergleichend nach den 
Variationen der gasometrischen Methode von v. Slyke gegen 
die quantitative Ninhydrincolorimetrie von Harding und Mac 
Lean!) ausgeführt wurden, entnehmen wir, hier vorläufig mit- 
geteilt, folgende Zahlen. 20 Gesunde ergaben Nüchternwerte, 
die zwischen 4 und 10 mg für 100 cem Blut lagen und die 
mit der zweiten Methode höher ausfielen‘). 


Über die an der Restreduktion beteiligten Anteile des Rest- 
stickstoffs unter pathologischen Verhältnissen. 


Anders wird nunmehr das Bild, wenn wir diese Kom- 
ponenten des Reststickstoffs unter pathologischen Verhältnissen 
ins Auge fassen. Aus den angezogenen Arbeiten seien die 
interessantesten Fälle aufgeführt. Gegenüber Beträgen des 
Gesamtreststickstoffs, so wie sie auf Grund der objektiven Be- 
funde in der Norm vorhin zitiert wurden, finden sich Werte, 
die 400 mg in 100 ccm Blut erreichen; solche, die 300 mg 
überschreiten, können nicht als extrem selten, solche über 
200 mg nicht als sehr selten angesehen werden. Ohne hier 
im Überblick näher auf die pathologische Chemie dieses Ge- 
bietes einzugehen, haben wir in der Verfolgung unserer Frage- 
stellungen folgendes zu bemerken. 

Die eine Form erhöhter Werte für den Gesamtreststickstoff 
beruht auf Störungen in den Filtrationswirkungen der Niere. 
Die verlangsamte oder ganz aufgehobene Ausscheidung der harn- 
fähigen Stoffe dokumentiert sich dann durch einen Anstau der 
Schlacken im Blut. 

Daher kennen wir Befunde für Urämien, schwere, akute, 
diffuse Glomerulonephritiden, die im Rahmen des natürlich 
auch absolut hohen Gesamtreststickstoffes an 80°, Harnstoff 
führen, während in den restlichen 20°/, auch die übrigen 


1) V. Harding und R. Mac Lean, A colorimetric method for the 
estimation of amino-acid-x-nitrogen. Journ. of Biolog. Chem. 20, 217, 
1915; Biochem. Zentralbl. 2, 630, 1915. 

3) Letsche fand keine Aminosäuren, zit. nach Bang in Neuberg, 
Der Harn, 2, 996. (!) 
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Schlacken noch stark vorwiegen und die echten Aminosäuren 
relativ zurückgedrängt sind, ohne in den absoluten Zahlen 
gänzlich anders als in der Norm auszufallen. Abweichend 
können sich chronische Formen dokumentieren. Es ist heute 
nach zahlreichen Feststellungen nicht mehr zweifelhaft, daß 
hier Zustände geschaffen werden können, bei denen gestörter 
Abbau bestimmter Aminosäuren oder ihrer nächsten Umwand- 
lungsstoffe vorliegt. Entsprechend liegen die Harnstoffprozente 
im Gesamtreststickstoff meist um 66. 

Ganz anders ist das Bild, das der Gesamtreststickstoff bei 
seiner Aufteilung enthüllt, wenn es sich um Einschmelzung 
von Organsubstanz, sowie schwerer Leberschädigung handelt. 
Bang berichtet über Einwirkung der Phosphorintoxikation'), 
Feigl und Luce haben nach modernen Methoden einen typi- 
schen Fall akuter gelber Leberatrophie zeitlich verfolgt?). 
Rumpel und Knack’) haben andererseits Fälle gesehen, die im 
Bereich schwerer Dysenterien liegen, chronische Ernährungs- 
störungen zeigen, in gewissem Sinne der Beriberi und Skorbut- 
gruppe verwandt sind und deren Werte wohl am ehesten als 
Ausdruck von Stauungszuständen, vielleicht als Konzentrations- 
phänomene bei starkem Wasserverlust aufgefaßt werden. 
Hierhin gehört u. U. auch die Malaria sowie gewisse Formen 
und Stadien von Intoxikationen, weiterhin schweren Anämien 
und Leukämien. In der ersten Gruppe dieser Fälle sinkt der 
Harnstoffgehalt relativ sehr. Extreme Werte sind besonders 
von Bang beschrieben worden. Die zweite Gruppe zeigt ein 
annäherndes Gleichgewicht zwischen Harnstoff und Aminosäuren 
im absolut erhöhten Reststickstoff bei hohen Befunden für 
Kreatinin, Kreatin, Harnsäure. 

Wie stellen sich nun die absoluten Mengen der Substanzen, 
die wir für die Norm bereits behandelt haben, im Kreise dieser 
pathologischen Veränderungen nach Ausschluß der Harnstoff- 
fraktion? 


1) I. Bang, Untersuchungen über den Reststickstoff des Blutes, V. 
Diese Zeitschr. 72, 166, 1915. 

2) J. Feigl und Luce, l. c. 

3) Th. Rumpel und A. V. Knack, Dysenterieartige Darmerkran- 
kungen und Ödeme. Deutsche med. Wochenschr.; s. auch A. V. Knack, 
Ärztl. Verein zu Hamburg, 16. Mai 1916, Hamburger Ärzte-Korrespondenz. 
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Was die Purinfraktion angeht, so läßt sich mit Stei- 
nitz!) sagen, daß die echte Gicht bei streng purinfreier Er- 
nährung Werte umfaßt, die allgemein über 4 mg liegen und 
über 7,5 mg in 100 cem Blut hinausgehen können. Steinitz 
nennt für „atypische Gicht“ solche um 5,0 mg. Ähnlich lauten 
die Zahlen von Folin bei niedrigerer unterer Grenze’). Es ist 
zunächst verwunderlich, daß unter anderen pathologischen Zu- 
ständen Zahlen sich finden, die den Sättigungswert des Urats, 
der bei Gicht nicht einmal immer erreicht wird, übertreffen. 

Wir zitieren nach Folin, daß für manche Urämien Werte 
hinauf bis zu 8, 9, selbst 10 mg, jedenfalls solche gefunden 
werden, die den Bereich der Gicht noch überschreiten. Myers 
und Fine?) finden erheblich höhere bis 10, 15 und selbst 27 mg 
in 100 ccm Blut. Folin findet bei schweren Infektionen gleich- 
falls höhere Zahlen. Wir beobachteten für gelbe, akute Leber- 
atrophie solche bis 25 mg, für Leukämien solche bis 8 mg, für 
Dysenterie (Beriberi?) bis 8 mg, für Malaria einmal bis 8 mg. 
Inwieweit die „kolloide* Harnsäure (Schade und Boden, 
Gudzent, Bechhold, Kohler) oder die „gebundene“ Harn- 
säure (Benedict) eingreifen kann, ist Sache der Methoden, ins- 
besondere des Enteiweißungsverfahrens. Im Anschluß an das Ver- 
fahren von Greenwald, das den „Lipoid“phosphor von dem 
„säurelöslichen“ zu trennen gestattet, haben Feigl und Knack 
Untersuchungen angestellt, die lehren, daß den hohen Harn- 
säurewerten auch hohe an Phosphaten entsprechen‘). Dies 
ist um so interessanter, als sonst von einer Parallelität zwischen 
Harnsäure und Gesamtreststickstoff in keinem Falle, selbst bei 
Nephritiden und Urämien die Rede ist. Wir wissen aus den 
Arbeiten der amerikanischen Autoren, daß auch zahlreiche 
andere Purine mit dem Harnsäurereagens von Folin-Maccal- 


3) E. Steinitz, l. c. 

?) O. Folin und W. Denis, Protein metabolism usw., VI. Journ. 
of Biolog. Chem. 14, 29, 1913. — Dieselben, On the Creatinine content usw. 
Journ. of Biolog. Chem. 17, 487, 1914. 

3 Myers und Fine, The non-protein nitrogenous compounds in 
the blood in nephritis with special reference to creatinine and uric acid. 
Journ. of Biolog. Chem. 20, 391, 1915. 

4) J. Greenwald, The estimation of Lipoid and acidsoluble phos- 
phorous in small amounts of serum. Journ. of Biolog. Chem. 21, 29, 
1915; ebenda 14, 369, 1913. — Th. Rumpel und A. V. Knack, l. c. 
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lum sich färben; so dürfen uns solche Zahlen für „Harnsäure“ 
(Gesamtpurin) in den Fällen schwerer Organschädigung nicht 
wundernehmen!). Es ist zusammenfassend 


für Urämien im Extrem bis hinauf zu . . 27 mg 
(nicht selten um 10 mg) 
» echte Gicht an. . . . 22 22.2... 8 
n schwere Intoxikationen bis zu .. . . 10» 


» ÖOrganzerfall, akute gelbe Leber bis zu . 25 » 
in 100 ccm Blut anzunehmen. 

Was nun Kreatinin und Kreatin angeht, so steht auch 
hier die Pathologie der Nieren obenan, doch sind, wie aus- 
drücklich betont sei, zahlreiche weitere Formen mäßig erhöhten 
Blutkreatinins bekannt. Bei Urämien und Nephritiden hat 
Folin Werte bis zu 30 mg Kreatinin®), Myers und Fine?) bis 
zu 33 mg mitgeteilt, Neubauer‘) spricht (unbelegt) von 20 mg, 
Rosenberg?) von 20 mg und mehr mg in 100 ccm Blut. Eigene 
recht zahlreiche, besonders zeitlich verfolgte Untersuchungen 
mit Knack haben 1mal über 30 mg, 12mal über 10 mg ergeben, 
während zahlreiche weitere unter 10 mg blieben. Das Wesent- 
liche dieser Feststellungen ist, daß eine Proportionalität zwischen 
Gesamtreststickstoff und Kreatinin wie zwischen Harnstoff und 
Kreatinin nicht besteht, wie aus den zitierten Zahlen und denen 
der Amerikaner hervorgeht. Dasselbe haben wir bei unserer drei- 
jährigen Arbeit in weit über 100 selbständigen Fällen immer wie- 
der bestätigt gesehen. Erhöhte Werte fanden wir mehrfach bei Base- 
dow, schwerem Diabetes, Typhus (öfters bis zu 4 mg), bei starker 
Leberzerstörung 32 mg in 100 ccm Blut. Man hat hier neben 
den reinen Retentionserscheinungen einmal gebildeter Schlacken 
auch Fälle gesteigerter endogener Bildung kennen gelernt. 
Rumpel’) hat jahrelang Neurastheniker beobachtet, deren Blut- 
untersuchung, leider nur gelegentlich bei streng kreatin- bzw. 
kreatininfreier Diät, wechselnd Werte an 4 mg Kreatinin 


1) H. B. Lewis und Nicolet. Journ. of Biolog. Chem. 16, 
369, 1913. 

2) Folin, l. c. 

3 Myers und Fine, l. c. 

t) Neubauer, l. c. 

6) Rosenberg, Über die Hyperkreatininämie der Nephritiker. 
Münch. med. Wochenschr. 6, 29, 1916. 

©) Auch Trömner hat dem Verf. ähnliche Fälle vermittelt. 
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lieferte?) Auch bei Gicht haben wir erhöhte Werte bis zu 
6 mg Kreatinin gesehen, mehrere Fälle von Akromegalie 
zeigten gleichfalls gesteigerte Beträge. Merklich konstanter, 
jedoch im proportionalen Sinn nicht eindeutig, ist das Kreatin, 
für das Folin aus der Reihe höherer Werte solche von selbst 
20 mg bringt, was auch Myers und Fine und wir fanden. 
Kreatin bewegte sich im übrigen meist mit endogenen Werten 
von 6 bis 15 mg, bei gemischter Ernährung auch höhere zeigend. 

Die Aminosäurefraktion kann steigen bis herauf zu 200 mg 
und mehr. Hier sei an zahlenmäßige Angaben, besonders die 
außerordentlich wertvollen Befunde von Neuberg und Richter 
bei akuter gelber Leberatrophie?), von Verf. und Luce eben- 
daran, von Bang bei Phosphorleber erinnert, von den alimen- 
tären Bewegungen, die uns Bang erschlossen hat, abgesehen. 
Sie fällt geringer aus durch starken Arbeitsanspruch (Abder- 
halden und Lampe°) Sporthöchstleistung*). Wichtig sind 
Befunde von Neuberg und Strauß?). 

Im Zusammenhang mit dieser Gruppe, bei der ins einzelne 
gehende Aufklärung über das individuelle Verhalten von Mono- 
aminosäuren, Diaminosäuren, Oxyaminosäuren, Cystin, Tyrosin 
usw. bisher kaum besteht, sind auch deren nächste Abwand- 
lungsprodukte zu behandeln. 

Vom Tryptophan leiten sich die Melanogenkörper und das 
Indican ab. Beide sind in jüngster Zeit ergiebig erforscht 
worden"). Man weiß, daß Melanogenkörper im Serum vor- 
kommen (Querner‘). Die pathologische Chemie der Indican- 


1) J. Feigl, Zum gegenwärtigen Stande der chemischen Blutunter- 
suchung usw. 

2) C. Neuberg und P. F. Richter, Über das Vorkommen freier 
Aminosäuren im Blute bei akuter gelber Leberatrophie. Deutsche med. 
Wochenschr. 1904, 30, 499. 

3) E. Abderhalden und A. Lampe, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
85, 136, 1913. 

4) J. Feigl, Chemische Blutuntersuchungen an den Teilnehmern 
eines Armeogepäckmarsches, II, Reststickstoff usw. Diese Zeitschr. 76, 
297, 1916. 

5) C. Neuberg und H. Strauß, Berl. klin. Wochenschr. 1906, 9. 

©) H. Eppinger, Über Melanurie. Diese Zeitschr. 28, 181, 1910. 

N E. Querner, Demonstration über einen Fall von Melanurie und 
über Melanogene. Ärztl. Verein zu Hamburg, Sitzung vom 19. X. 1915. 
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bildung ist durch die schönen systematischen und analytischen 
Arbeiten von Jolles!) ganz erheblich, danach von Rosen- 
berg?) sowie Haas?) mit leider vermutlich zu einseitig orien- 
tierter diagnostischer Auffassung gefördert worden. Zahlen- 
mäßige Angaben über den Indicangehalt des Blutes sind bei 
Haas reichlich vorhanden. Die Extreme bei Urämie werden 
als auf das 30- bis 60fache der Norm steigend angenommen. 
Eigene Untersuchungen aus dem Jahre 1915/16 ergaben ähn- 
liche Befunde. Schließlich sei der Alkaptonkörper, insbesondere 
der Homogentisinsäure gedacht, deren Reduktionswirkung be- 
kannt ist, sowie der Phenole, die bei Nephritiden u. a. eigene 
Probleme bilden. 


Über die Reduktionswirkung der an der Restreduktion 
beteiligten Komponenten des Reststickstoffs. 


Es ist nunmehr die Wirkung der angeführten Stoffe auf 
Reduktionsvorgänge zu betrachten, weil auf diesem Wege 
wenigstens ein Anteil der Restreduktion mit Sicherheit zahlen- 
mäßig innerhalb der Methoden darstellbar wird. 

Es ist bisher folgendes bekannt: Harnsäure wird durch 
Fehlingsche Lösung reduziert, nur bei geeigneten Mengen- 
verhältnissen bis zum roten Oxydul. Es kann weißes Cuprourat 
in die Erscheinung treten. Kupferoxyd in ammoniakalischen 
Reagentien und Lösungen nach Pavy u.a. führt dabei zur 
Bildung von Harnstoff aus Oxalsäure®). 

Moritz gibt an, daß die ammoniakhaltige Fehlingsche 


Deutsche med. Wochenschr. 1916, 42; bzw. J. Feigl und E. Querner, 
Neue Untersuchungen zur Frage der Melanogenurie. Jahrb. d. Hamburger 
Krankenanstalten. 1916. 

1) Ad. Jolles, Über neue Indicanreaktionen. Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 95, 29, 1915. — Derselbe, Über eine neue Methode zur quanti- 
tativen Bestimmung des Indicans. Zeitschr. f. physiol. Chem. 94, 79, 1915. 

?) M. Rosenberg, Über Indicanämie und Hyperindicanämie bei 
Nierenkranken und Nierengesunden. Münch. med. Wochenschr. 1916, 
25. I; Über die Beziehungen der urämischen Azotämie zur Indicanämie 
und Indicanurie. Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 74, 4, 1916. 

3) H. Haas, Über Indicanämie. Münch. med. Wochenschr. 81, 1043, 
1915; Über den Indicangehalt des menschlichen Blutes 119, 177, 1916. 

1) Neuberg, Der Harn, S. 682; u. Neubauer-Huppert, Analyse 
des Harns, II. Aufl., 1913, Wiesbaden, 2. Bd., 1026. 
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Lösung durch 100 g Harnsäure so stark reduziert wird, wie 
durch 54,3 g Zucker. Da unter diesen Umständen 1 Mol Zucker 
durch 6 Mol Kupferhydrat oxydiert wird, wird 1 Mol Harn- 
säure durch 3 Mol Sauerstoff oxydiert!). 

Es werden, was die Grenze der Reaktion angeht, noch 
0,35 mg Harnsäure in 5 cem Lösung durch deutliche Oxydul- 
bildung nachgewiesen?). Über das Verhalten der übrigen Purin- 
basen sei auf die Darstellung von Wiechowski verwiesen?). 

Kreatinin wird von Fehlingscher Lösung bei längerem 
Kochen entfärbt, ohne daß sich Oxydul abscheidet. Nach 
Worm-Müller erfolgt die Reduktion schon bei 60 bis 70°, 
ist aber erst bei 90 bis 100° vollständig; bei 100° beginnt die 
Entfärbung der Kupferlösung erst nach 1 bis 2 Min. und er- 
reicht in 3 bis 5 Min. ihr Maximum). 1 Mol Kreatinin 
scheint selbst beim Kochen nicht mehr als 0,75 Mol Kupfer- 
oxyd zu reduzieren, aber die Flüssigkeit kann mehr Kupfer- 
oxydul in Lösung halten als bei der Reduktion entsteht. Nur 
bei langem Erhitzen des Kreatinins mit überschüssiger Kupfer- 
lösung auf 90 bis 100° scheidet sich etwas Kupferoxydul ab. 
Nach Johnson reduzieren 4 Mol Kreatinin Fehlingsche Flüs- 
sigkeit so stark wie 2 Mol Traubenzucker’). Eine ammoniaka- 
lische Fehlingsche Lösung wird nach Moritz durch 93,4 Teile 
Kreatinin so stark reduziert wie durch 100 Teile Traubenzucker). 
Nach Korndörfer reduzieren 0,05 g Kreatinin bei 5 Min. 
langem Kochen mit 60 cem Fehlingscher Lösung, eine 0,0635 g 
Kupfer entsprechende Menge Kupferoxyd’). Das bei der Re- 
aktion gebildete Kupferoxydul läßt sich nach Maschke durch 
Sättigung der Flüssigkeit in kohlensaurem Natron noch ab- 
scheiden). In 100 cem mit Soda gesättigter Kreatininlösung 
entsteht noch eine schwache Trübung, wenn die Lösung auch 
nur 0,01 g Kreatinin enthält. — Kreatinin gibt diese Reaktion 


1) F. Moritz, Arch. f. klin. Med. 46, 242 u. 225, 1890. 

?) Worm-Müller, Arch. f. d. ges. Physiol. 27, 22, 1882. 
3) In Neubauer-Huppert, II. Aufl., 1913, 2. Bd., 934. 
4) Worm-Müller, 1. c. 

5’) Neubauer-Huppert, S. 664. 

6) F. Moritz, Arch. f. klin. Med. 46, 242, 1890. 

”) G. Korndörfer, Arch. d. Pharm. 242, 377, 1904. 

8°) O. Maschke, Zeitschr. f. anal. Chem. 17, 134, 1878. 
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in der Kälte nicht, aber beim Kochen. — Mit verschiedenen 
Mengen von Zucker und Kreatinin kann man Niederschläge 
in allen Farbentönen zwischen grünlich gelb und rot erhalten 
(Mac Lean?) Eine alkalische Quecksilberoxydlösung (Jod- 
quecksilber-Kalium in Kalilauge) färbt sich mit Kreatinin schon 
in der Kälte sogleich gelb, dann braun und endlich unter Aus- 
scheidung von metallischem Quecksilber grau?). 

Kreatin wird durch Kupferoxyd-Ammoniak nach Loew 
zur Oxalsäure (und wahrscheinlich Methylguanidin) oxydiert. 
Es reduziert bei anhaltendem Kochen Fehlingsche Flüssigkeit, 
ohne daß sich Kupferoxydul absetzt; auf reichlichen Zusatz 
von konzentrierter Sodalösung scheidet sich dann aus der 
Flüssigkeit ein weißer, flockiger Niederschlag aus. Eine Kreatin- 
lösung verändert sich auf Zusatz von Quecksilberoxydlösung 
zunächst nicht; bei gelindem Erwärmen tritt aber eine schöne 
rote, dann gelbe Trübung auf, und endlich scheidet sich metal- 
lisches Quecksilber als grauer Niederschlag ab’). 

Über das Verhalten der Aminosäuren ist generell bekannt, 
daß sie Kupferoxyd zu komplexen Gebilden in Lösung halten. 
Im übrigen bestehen im einzelnen individuelle Unterschiede, 
auf deren Darstellung durch Ellinger hingewiesen sei‘). 

Während vorstehende Angaben erlauben würden, zwar 
approximativ — zudem nicht einmal eindeutig — die Reduktions- 
kraft der genannten Stoffe abzuschätzen, fehlt es an exakten 
Messungen an Hand der zur Bestimmung des Blutzuckers ge- 
bräuchlichen Methoden. Es ist bereits nach dem Gesagten klar, 
daß Erhitzungsdauer, Reaktion der Medien, Temperatur . das 
erste Wort sprechen. Es sollen hier vorerst nur die notwen- 
digsten experimentellen Angaben gemacht werden). 

Bezogen auf 10 mg Substanz stellt sich die Reduktion 
unter Anwendung der alten Bangschen Methode bei der Harn- 


1) H. Mao Lean, Biochem. Journ. 2, 156, 1907. 

2) Neubauer-Huppert, S. 664. 

3) Neubauer-Huppert, S. 658. 

t) In Neubauer-Huppert. 

5) Herr Cand. E. Schneider und weitere Mitarbeiter sind mit ein- 
gehender Prüfung der Reduktionsmethoden in ihrem Verhältnis zu Krea- 
tin, Kreatinin, Harnsäure, verschiedenen Zuckern für sich wie in Ge- 
mischen mit Aminosäuren usw. beschäftigt. 
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säure derart, daß sie fast genau die halbe Wirkung der Glucose 
erzeugt. Es werden also 10 mg Harnsäure sich an dem Ver- 
brauch der Kupferlösung in dem Maße beteiligen, als ob 5 mg 
Glucose mitgewirkt hätten. Dies Zahlenverhältnis bleibt inner- 
halb der zur Bestimmung üblichen Mengenverhältnisse an Re- 
agentien für 5 bis 20 mg das gleiche. Bei Kreatinin ist offenbar 
die Proportionalität an steigenden Mengen innerhalb gleicher 
Volumina von Reagentien nicht so lückenlos. Immerhin ist für 
den Bereich zwischen 1 und 5 mg die Reduktionswirkung fast 
genau 80 bis 75°/, der Glucose, über 10 mg auf 60°/, fallend, 
erreicht sie schließlich 50°/,. Bei Kreatin bleibt sie hinwieder- 
um nicht unerheblich zurück. Für 2, 5, 10 mg wird bei gleich- 
falls nicht strenger Proportionalität im üblichen Versuche die 
Reduktionskraft zu rund 50°/, von der der Glucose gefunden. 

Für die Lösungen und Versuchsmethodik von Lehmann- 
Maquenne findet man Näherungswerte zu den vorstehenden. 
Am exaktesten stellt sich auch hier die Harnsäure für sich im 
Rahmen dieser wie im direkten Vergleich zu der vorstehenden 
alten Bangschen Methode Kreatinin bleibt etwas zurück, 
Kreatin noch mehr trotz Anwesenheit freien Alkalis bei kürzerer 
Erhitzung. Die eingehenderen Zahlenwerte folgen anläßlich 
anderer Untersuchungen. 

Fassen wir nunmehr die praktischen Ergebnisse dieser 
Versuche ins Auge, so haben wir zunächst für die Norm fol- 
gendes festzustellen. Wir haben uns an die durchschnittlich 
hohen, häufiger vorkommenden, nicht extrem hohen und seltenen 
physiologischen Werte angelehnt, und was die rechnerische Durch- 
führung dieses durch die stickstoffhaltigen Komponenten ver- 
ursachten Anteils der „Restreduktion“ angeht, für Harnsäure 4 mg, 
für Kreatinin 2 mg, für Kreatin 8 mg in 100 ccm Vollblut eingesetzt. 
Diese würden, im Reduktionsvorgangnach Makro-Bang gemessen, 
als Glucose berechnet rund 2 mg, bzw. 1,5 mg, bzw. 5 mg ergeben, 
so daß in runder Summe 8,5 mg Glucose der Beteiligung dieser 
Stoffe im Rahmen der Gesamtreduktion entsprechen würden. 

Überschlagen wir alle bisher erreichbaren kritischen Dar- 
egungen und Einwendungen, so wird im physiologischen Um- 
fang mit einiger Berechtigung die „Restreduktion“ im höchsten 
Falle zu annähernd 20°/, der Gesamtreduktion gewertet werden 
dürfen. Nimmt man die letztere komplexe Größe in gleichfalls 
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genäherter Schätzung — zu 100mg für 100 ccm Vollblut an, 
so würde im oberen Bereich der physiologischen Gesamtbreite 
8,5 mg Glucose, d. i. 8 bis 9°/, der Gesamtreduktion und damit 
ferner 40 bis 50°/, der Restreduktion auf die unmittelbar gefaß- 
ten reduzierenden Komponenten des Gesamtreststickstoffes ent- 
fallen. Dies besagt ferner, daß auf 80 mg wirklicher Glucose 
8,5 mg, d. i. gut 10°/, in der Reduktionswirkung identisch 
sich äußernde Nichtkohlenhydrate kommen können. Läßt man 
den übrigen Zahlen ihre Größen und nimmt zweifelsfrei niedri- 
gere physiologische Werte für Harnsäure, Kreatinin, Kreatin zu 
1 mg bzw. 0,5 mg bzw. 5 mg für 100 cem Vollblut an, so ergeben 
sich, übertragen in Glucose, abgerundet 0,5 mg bzw. fast 0,4 mg 
bzw. fast 3 mg, mithin in runder Summe nahezu 4 mg für 100 ccm 
Vollblut. Daraus würde in Anlehnung an obige Zahlenverhältnisse 
folgen, daß rund 20°/, der gesamten „Restreduktion“ oder bis zu 
5°/, der „Gesamtreduktion“ von den reduzierenden Stickstoff- 
substanzen gedeckt würden oder daß 80 mg Glucose an 5°/, 
Nichtkohlenhydrate entsprechen. 

Vorstehende Durchrechnung stellt natürlich nur eine sche- 
matische Form der Anschauung dar. Bewertet man die kom- 
plexe Restreduktion niedriger, so erhöhen sich diese relativen 
Werte, nimmt man den physiologischen Gehalt an Glucose nie- 
driger an, so ist das gleiche der Fall. Sieht man endlich von 
der Betrachtung mit den oberen bzw. niederen Grenzwerten 
des physiologischen Bereichs ab, so würde sich im Mittel eine 
„Restreduktion“ durch stickstoffhaltige Krystalloide ergeben, 
die zwischen 5,0 mg und 10 mg Glucose läge und damit ganz 
angenähert 4 bis 9°/, des wahren Zuckers ausmachen würde. 
Natürlich sind die Betrachtungen nur auf das gegebene Bei- 
spiel und dessen angenommene Komponenten bezogen. Es 
können in bestimmten, noch rein physiologischen Fällen sich 
jedoch im einzelnen nicht unerheblich abweichende, summarisch 
natürlich verwandte Bilder ergeben. Z. B. kann geringerem 
Puringehalt ein relativ hoher an Kreatinin bzw. Kreatin ent- 
sprechen usw. Immer aber wird diese definierbare Restreduktion 
‚bestehen bleiben, ohne daß ihr Umfang innerhalb physiologischer 
Breiten, nach bisherigen Kenntnissen, Nüchternwerte zeigte, die, 
ausgedrückt in Glucose, wesentlich unterhalb 4 mg bzw. ober- 
halb 10 mg gefunden werden, was rund 4°/, bzw. 10°/, der 
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angenommenen „physiologischen“ Gesamtreduktion bedeutete. 
Hierüber soll später weiteres Material beigebracht werden. 

Auch aus den Beobachtungen an pathologischen Fällen 
seien, hier nur vorläufig gestreift, folgende Extreme genannt. 
Nach Myers und Fine wurde Harnsäure bei Nephritis einmal 
zu 27 mg (umgerechnet fast 14 mg Glucose) gefunden, nach 
Folin und eignen Untersuchungen solche an 10 mg und selbst 
darüber, was 5 und mehr mg Glucose entsprechen würde. Wenn 
man wiederum 80 mg Glucose in 100 ccm Vollblut annimmt, 
so könnte also, gemessen an dem Reduktionsvorgange, die Harn- 
säure allein bei Nephritiden im Extrem bis auf 17°/, dieses 
Wertes ansteigen, während 12°/, hier nicht ganz ungewöhnlich 
und andererseits bei Gicht 8°/, nicht eben selten erreicht würden. 
Naturgemäß kann Kreatinin allein, das bei Nephritis ganz er- 
heblich und zwar in keinem Verhältnis zum Kreatin angestaut 
wird, mit Werten bis 33 mg in 100 ccm Blut (Myers und 
Fine) 20, 26, 30 mg (Folin und Denis) 20 bis 35 mg (eigene 
Untersuchungen) 20, 25 selbst 37 mg unmittelbar post exitum (!) 
(Rosenberg) schon für sich genommen weit höhere Restreduk- 
tion bewirken, die bezogen auf 80 mg Glucose, an 20 mg, 
d. i. rund 25°/, auszumachen vermöchte. Für das Kreatinin 
ist die pathologische Chemie dieser speziellen Frage noch da- 
durch um so wichtiger, weil schon aus Befunden von Folin 
und Denis, mehr noch aus eigenen Untersuchungen hervorgeht, 
daß es bei zahlreichen Zuständen in Mengen auftreten kann, 
die im Vergleich zu der nephritischen Retention zwar noch 
mäßig genannt werden müssen, aber immerhin das Doppelte 
der Norm erreichen und selbst überschreiten. Jedenfalls ver- 
mittelt umfangreiche Kenntnis der pathologischen Chemie des 
Blutkreatinins die Vorstellung, daß es völlig für sich zu be- 
trachten ist. Auch innerhalb der nephritischen Retentionen ist 
beim Fehlen jeglicher Proportionalität zum Gesamtreststickstoff 
bzw. Harnstoff der Kreatininämie eine selbständige, diagnostisch 
unmittelbar zu verwertende Bedeutung vorerst wohl kaum zu- 
zuerkennen. 

Hält man sich nun an Beobachtungen an Nephritikern, 
die nach Folin und uns keineswegs selten sind, bei denen 
Harnsäure bis hinauf zu 10 mg, Kreatinin bis zu 30 mg und 
mehr vorkommt, so ergeben diese eine summarische Restreduk- 
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tion, die 30 mg Glucose und mehr entspräche und bezogen auf 
80 mg Zucker in 100 ccm Vollblut bis an 33°/, dieses Betrages 
umfassen könnte. Wenn man nun das Kreatin betrachtet, so 
ergibt sich aus Zahlen von Folin und den übrigen amerikani- 
schen Autoren, sowie aus eigenen Beobachtungen zunächst ein- 
mal die Tatsache, daß von einer Proportionalität zum Kreatinin 
und Gesamtreststickstoff auch bei reinen Retentionen keine 
Rede ist, daß vielmehr die genetischen Beziehungen beider zu- 
einander auch in diesen Rahmen selbständige pathochemische 
Voraussetzungen haben müssen. Immerhin wird es in seltenen 
Fällen bis hinauf zu 20 mg, häufiger zu 12 und 15 mg gefun- 
den und wirkt somit erheblich in der Gesamtreduktion mit. 

Außerhalb dieser Substanzen wurden einfache Aminosäuren, 
Glykokoll, Alanin, Leucin, Tyrosin, Phenylalanin geprüft. Einzeln 
sowie in Mischungen wurden Ausschläge an den Methoden von 
Bang und Lehmann-Maquenne nicht beobachtet. Natürlich 
ist es mit der Prüfung dieser Typen sowie mit der Einbeziehung 
weiterer Individuen derMonoaminosäuren, Diaminosäuren, Amino- 
dicarbonsäuren, des Cystins, Tryptophans, Histidins nicht getan. 
Es ist notwendig und beabsichtigt, einfachere Derivate mit zu 
untersuchen. 

Hydrolysengemische, die sorgfältig zur Entfernung störender 
Stoffe vorbehandelt waren, wofür nach Clementi kombiniert 
mit anderen Methoden auch die Eisenkolloidfällung vorzüglich 
geeignet ist!), wurden geprüft. Für Seide, Leim und Elastin 
bei Aminosäuremengen von 10 bis 20 mg Stickstoffgehalt (er- 
mittelt nach van Slyke) wurden keine praktisch in Betracht 
kommenden Ausschläge gefunden. 

Außerhalb stehen die vorhin gestreiften Abbaustoffe der 
pathologischen Chemie des Tryptophans. Einige, leider wegen 
der schweren Isolierbarkeit der Melanogenkörper nur angenäherte 
Versuche zeigten beträchtliche Reduktion nach Bang, die bei 
Durchrechnung zwar nicht der der Glucose gleichkommen dürfte. 
Auch gewisse Phenole bzw. kompliziertere Phenolderivate, speziell 
die Homogentisinsäuren, wurden untersucht und erheblich re- 





1) A. Clementi, Über ein neues Verfahren, um die durch Hydro- 
lyse organischer Substanzen gebildeten Huminstoffe zu entfernen. Arch. 
d. Farmacol. sperim. 20, 561, 1915; Chem. Centralbl. 16, 1, 721, 1916. 

Biochemische Zeitschrift Band 77. 14 


210 Joh. Feigl: 


duzierend befunden. Schließlich muß wenigstens theoretisch 
der in geringsten Mengen vorkommenden Stoffe, z. B. des Adrena- 
lins, gedacht werden. 


Über den Stand der Frage nach dem Bestehen, der Größe, 
der methodischen Darstellbarkeit der Restreduktion unter 
physiologischen und pathologischen Verhältnissen. 


Über den gegenwärtigen Stand der Frage nach dem Be- 
stehen einer Restreduktion ist das folgende zu sagen. Den 
Ausgangspunkt aller Betrachtungen bilden die Beobachtungen, 
daß einmal die enteiweißte Blutzuckerlösung sich in mancher 
Beziehung nicht wie eine reine Dextroselösung verhält (Rest- 
zucker), daß ferner vergorene eiweißfreie Blutauszüge alkalischer 
Kupferlösung gegenüber reduzierend zu wirken vermögen. Diese 
Beobachtung ist so oft bestätigt worden, daß ihre objektive 
Richtigkeit nicht mehr in Zweifel gezogen werden kann. Um so 
wichtiger ist ein kritischer Überblick über den gegenwärtigen 
Standpunkt und über experimentelle Untersuchungen im Dienste 
der Aufklärung dieses Begriffes. Dabei steht im Vordergrund 
die Frage, wie weit die „Restreduktion“ ein Ausdruck von Me- 
thoden ist und wie weit sie ihrerseits objektive Voraussetzungen 
hat, endlich wie weit ihr praktische Bedeutung zukommt (Bang'). 

Über die Natur der Substanz bzw. Substanzen, die man 
nach dem bisherigen Stande der Kenntnis für die sogenannte 
Restreduktion verantwortlich macht, folgen wir den Angaben 
in der Literatur. Als Grundlage des jetzigen Standes ist die 
jüngste umfangreiche Publikation von Schumm?) anzunehmen, 
wobei der experimentell allseitig belegte Standpunkt dieses 
Autors durch die gleichfalls ganz neue Publikation von Stepp?) 
erhärtet wird, die sich mit Hilfe der indirekten methodischen 
Beweisführung, der „Restkohlenstoff“bestimmung, zu einer ähn- 
lichen Auffassung bekennt. 


1) Siehe besonders die kritische Darlegung in I. Bang, Der Blut- 
zucker S. 16 bis 18, Wiesbaden 1913. 

2) O. Schumm, Untersuchungen über den Zuckergehalt des Blutes 
unter physiologischen und pathologischen Verhältnissen. III. Mitteilung. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 96, 204, 1915. 

3) W. Stepp, Zur Kenntnis des Zuckerabbaues bei Diabetes mellitus. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 97, 213, 1916. 
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Lyttkens und Sandgren?) fanden bei der Untersuchung 
von 12 Fällen im menschlichen Blutserum mit der Methode 
von Bang 0,03—0,053 °/,, durchschnittlich 0,04°/,, nicht ver- 
gärbare reduzierende Substanz (sogenannte Restreduktion). 

O. Schumm und C. Hegler fanden bei 3 Fällen in nor- 
malem menschlichen Vollblute mit der Methode von Bang 
0,025 bis 0,041°/,, im Durchschnitt 0,036°/,, bei 76 Kranken 
0,02 bis 0,08°/, unvergärbare reduzierende Substanz ?). 

E. Frank und A. Bretschneider fanden mit der Me- 
thode von Bertrand im normalen menschlichen Serum unter 
10 Fällen 8 mal keine, 2 mal 0,005°/,, im normalen Vollblute 
in 4 Fällen keine reduzierende Substanz?). Über die Substanz, 
bzw. die Substanzen, die für die sogenannte Restreduktion ver- 
antwortlich zu machen seien, äußern sich Frank und Bret- 
schneider auf Grund eigener Versuche in einer späteren Arbeit 
folgendermaßen: „Wie nun aber auch die Frage nach der Natur 
dieses Körpers entschieden werden wird, so viel darf jedenfalls 
als sichergestellt betrachtet werden, es finden sich freigelöst im 
Blute — sowohl in Körperchen wie in Plasma — wechselnde, 
zuweilen sehr erhebliche Mengen eines komplexen Kohlenhydrates, 
das durch Kochen mit verdünnter Säure einen mit Hefe ver- 
gärbaren Zucker abspaltet“?). — Die Ansicht, daß im Blut 
neben dem Traubenzucker anderes Kohlenhydrat vorkommt, ist 
auch von G. Embden ausgesprochen worden’). Grießbach 
und Straßner hatten sich, nachdem bereits Frank und Bret- 
schneider einer Anerkennung der Restreduktion im objektiven 
Sinne aus dem Wege gegangen waren, entschieden ablehnend 


1) H. Lyttkens und I. Sandgren, Über die Verteilung der re- 
duzierenden Stoffe im Menschenblut. Diese Zeitschr. 31, 153, 1911. 

2?) O. Schumm und C. Hegler, Untersuchungen über den Gehalt 
des Blutes an Zucker unter physiologischen und pathologischen Verhält- 
nissen, 1. Teil, 1911; Mitteilungen aus den Hbg. Staatskrankenanstalten 
12, 13 oder 18, 15, 1913. 

s) E. Frank und A. Bretsohneider, Beiträge zur Physiologie 
des Blutzuckers. III. Mitt. Diese Zeitschr. 41, 157, 1911; hierzu Bang, 
Der Blutzucker. 

4) E. Frank und A. Bretschneider, Beiträge zur Physiologie 
des Blutzuckers. IV. Mitt. Diese Zeitschr. 46, 233, 1912. 

5) G. Embden, Diskussion zum Vortrage von Reicher und Stein. 
27 Kongr. f. Inn. Med. 1910, Wiesbaden. Bericht S. 404. 
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gegen eine solche erklärt!) Ihre Beweisführung beruht im 
wesentlichen auf methodischen bzw. methodenkritischen Voraus- 
setzungen, mit denen wir uns in dem diesbezüglichen Abschnitte 
unserer Arbeit zu beschäftigen haben werden. 

Die Beweisführung dieser Autoren ist von Schumm mit 
Erfolg bekämpft worden?).. „Die Beobachtungen von Hollin- 
ger, Embden, Schumm und Hegler, Rolly und Opper- 
mann, Maase und Tachau zeigen vielmehr, daß Grießbachs 
und Straßners Ausspruch wenigstens dann keine allgemeine 
Gültigkeit hat, wenn es sich um das Blut Kranker handelt. 
Wie weit ihr Ausspruch für das Blut Gesunder zutrifft, kann 
erst durch Untersuchungen an einer größeren Anzahl Gesunder, 
deren Ernährungsverhältnisse dabei zu berücksichtigen sind, ent- 
schieden werden.“ 

Faßt man also die Restreduktion als ein Problem der 
Kohlenhydrate des Blutes auf, so stehen der einen Auffassung, daß 
komplexe Körper dieser Reihe anzunehmen seien, die Äußec- 
rungen von Stepp zur Seite, die eine weitere Möglichkeit be- 
rücksichtigen und wörtlich lauten: „Jedenfalls vermögen wir das 
eine mit aller Sicherheit zu sagen, daß in dem einen Fall neben 
Traubenzucker ein anderer reduzierender Körper mit entweder 
größerer Reduktionskraft oder niedrigerem Kohlenstoffgehalt als 
Traubenzucker im Blut vorhanden war“?). Weiteres zu dieser 
Frage werden wir bei der Diskussion der Vergärung finden. 
Außerdem ist wohl vorauszusehen, daß sich Gesichtspunkte an 
der Seite der komplexen Kohlenhydrate ergeben werden auf 
Grund interessanter Studien zur Frage des Umsatzes von Gly- 
kogen. Hierauf kann zunächst nur hingewiesen werden‘). 

Inwieweit ist nun die bisher ermittelte Restreduktion als 
Ausdruck von Methoden anzusprechen, bzw. in welcher Form 
wird sie qualitativ und quantitativ durch die bisherigen Me- 
thoden veranschaulicht? Nimmt man als Grundlage der Trennung 
zwischen wirklichem Zucker einerseits und fremden Kohlenhydra- 
ten andererseits die Vergärung an, so seien zunächst die grund- 





1) W. Grießbach und H. Straßner, Zur Methodik der Blutzucker- 
bestimmung. Zeitschr. f. physiol. Chemie 88, 199, 1913. 

23) O. Schumm, 1. o. III. Mitt. 1915. 

3) Stepp, l. c. 

4) Th. Fahr, Ärztl. Verein Hamburg, Sitzung v. 16. Mai 1916. 
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legenden Versuche von Neuberg genannt'). Nach Behandlung 
reiner Traubenzuckerlösungen mit frischer Preßhefe fand er 
unter 8 Versuchen 4mal Links- und 4 mal Rechtsdrehung. 
Abgesehen von weiteren Befunden war öfters eine gelinde Re- 
duktionskraft bemerkbar. Aus diesen Angaben ist also zum 
mindesten zu schließen, daß aus der reinen Zuckerlösung im 
Verlauf des Gärverfahrens neue, teils reduzierende teils drehende 
Stoffe entstehen. Diese wertvollen Untersuchungen wurden von 
P. Mayer unter Bedingungen, die der Restreduktion des Blutes 
angepaßt sind, bei Verwendung von Reinzuchthefen wiederholt 
und erweitert. Ohne auf die methodischen und sachlichen 
Einzelheiten Bezug zu nehmen, zitieren wir wörtlich: „Durch 
diese Versuche wird zweifellos ein Teil der Differenzen der ver- 
schiedenen Autoren über die Höhe der Restreduktion seine 
Erklärung finden, um so mehr als gerade bei der Kleinheit der 
in Betracht kommenden Mengen reduzierender Substanzen der 
Einfluß der von der Hefe gelieferten Stoffe ein verhältnismäßig 
hoher ist“. 


Mayer hat also unter Bestätigung der Ergebnisse von 
Neuberg, daß drehende (überwiegend nach rechts!), sowie 
deutlich und typisch reduzierende Substanz beim Ablauf der 
Gärung vorhanden sei, bereits kritisch Stellung genommen. 
Quantitative Befunde unter dem methodischen Gesichtspunkte 
der Restreduktion stammen von Schumm?). 


Wenn es nach diesen Autoren wie auch nach Schumm 
und Hegler im Gegensatz zu den fehlgeschlagenen Experi- 
menten von Grießbach und Straßner, die erneut den auf 
Individualität der Hefe gegründeten Einwand gemacht haben, 
feststeht, daB die wirkliche Glucose vergoren und ihr Betrag 
damit annähernd auffindbar wird, so lehren doch die Versuche 
von P. Mayer, daß an ihrer Stelle neue, zuckerartige, reduzie- 
rende und drehende Substanzen auftreten können. Eine weitere 


1) C. Neuberg, Kleine Mitteilungen, III. Über die Reaktionen ver- 
gorener Zuckerlösungen. Diese Zeitschr. 24, 423, 1910. 


?) P. Mayer, Zur Bestimmung der sog. Restreduktion. Diese Zeit- 
schrift 50, 362, 1913. 


3) O. Schumm, |. c. 1915. 
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Perspektive ergibt sich nach Stepp!) aus der Rücksicht auf 
die Gärfähigkeit der Zucker aus der Drei-Kohlenstoffreihe, spez. 
das Dioxyacetons und auf die „zuckerfreie Hefegärung“ von 
Neuberg und seinen Schülern®). Auch muß der Gedanke an 
Mitbeteiligung der Aminosäuren berücksichtigt werden. 

Was nun die Polarisation angeht, so muß man sich vor 
Augen halten, daß es stark reduzierende Substanzen gibt, deren 
Anwesenheit dabei nicht zum Ausdruck kommt, weiterhin auch 
solche, deren Drehung der des Traubenzuckers entgegengesetzt 
ist, daß die Methode als solche jedenfalls, auch abgesehen von 
den eminenten technischen Schwierigkeiten, nicht eindeutig zu 
sein braucht (Lepine, Oppler, Bang). Immerhin äußern in 
ihren neuen Untersuchungen Maase und Tachau?): „Zur Er- 
klärung des verschiedenen Ausfalls von Reduktionsbestimmung 
und Polarisation in Fall 12 liegt die Annahme am nächsten, 
daß hier neben dem Traubenzucker ein anderes Kohlenhydrat 
im Blute vorhanden war, das stärker drehte, aber in geringerem 
Maße reduzierte als die Glucose.“ Es werden in der Norm 
Polarisations- und Reduktionswerte einander nahestehen. Die 
‚bisherigen Befunde über pathologische Verhältnisse zeigen da- 
gegen ganz beträchtliche Ausschläge, die ihrerseits die summa- 
rische Restreduktion von einer gewissen Bedeutung erscheinen 
lassen, 

Über die Restreduktion bei Diabetes wissen wir bisher 
nichts mit Sicherheit. Nach Stepp, dessen Befunde auf der 
indirekten Methode der Restkohlenstoffbestimmung beruhen, 
könnte man eine erhebliche Restreduktion erwarten, die auch 
von Schumm und Hegler in einem Falle zu 0,08 °/, gefunden 
wurde. Auch Maase und Tachau fanden bei vergleichenden 
Blutzuckerbestimmungen unter 5 Fällen von Diabetes in einem 
Falle einen auffallend großen Unterschied zwischen Polarisation 
und Titration‘. Rolly und Oppermann fanden bei einem 
an Skorbut erkrankten Manne den auffallend hohen Wert von 


.—_ 





1) Stepp, L o. 

23) C. Neuberg und Mitarbeiter in dieser Zeitschr. 1911 bis 1916. 

3 C. Maase und H. Tachau, Vergleichende Blutzuckerbestim- 
mungen durch Polarisation und Reduktionsmethoden. Arch. f. klin. Med. 
81, 5, 1914. 

4) Maase und Tachau, l. c. 
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0,121°/, (nach Bertrand), für den sie eine befriedigende Er- 
klärung nicht finden, der aber wahrscheinlich unter diesen 
Gesichtspunkt gehört!). Diesem passen sich auch Beobachtungen 
von Schumm und Hegler?) an mit 3 weiteren Skorbutfällen, 
von denen einer nach Bang 0,13°/, Gesamtreduktion zeigt bei 
0,07 °/, unvergärbarer reduzierender Substanz. Schumm deutet 
diesen Fall als eine nur „scheinbare Hyperglykämie“. Gemein- 
sam mit Knack ausgeführte Untersuchungen über den Blut- 
zuckergehalt bei Nephritiden haben zu der Frage der schein- 
baren Hyperglykämie wertvolle Beiträge geliefert, über die an 
anderer Stelle zu berichten ist”). Jedenfalls ist ersichtlich, daß 
die Restreduktion, sei es nun als Ausdruck der Wirkung von 
kohlenhydratartigen Komplexen, sei es von stickstoffhaltigen 
reduzierenden Substanzen, einen breiteren Raum einnimmt, als 
bisher allgemeiner bekannt war. 

Der entscheidende praktische Maßstab sind die Reduktions- 
methoden, ihre Werte die „Gesamtreduktion*“, deren Umfang 
nach den bisherigen Feststellungen individuell verschieden ist, 
je nach dem Charakter der Lösungen, der Kochdauer, kurz der 
Reaktionsverhältnisse.e Durch Grießbach und Straßner ist 
bei der Wiederholung der Versuche von Schumm und Hegler 
wie von P. Mayer die Auffassung geschaffen worden, daß die 
Restreduktion ein Ausdruck der Bangschen Makromethode, mit- 
hin ein Kunstprodukt spezifischer Art, sei. Sie kritisieren dies 
Verfahren als ein „vom Autor aufgegebenes“, das zudem, wie 
„Bang selbst angibt‘, zu hohe Werte liefere“, und bedauern 
seine Anwendung durch Schumm und Hegler. In ver- 
gleichenden Untersuchungen ist von Schumm nunmehr der 
Angriff auf dieses nicht nur für wissenschaftliche, sondern für 
praktisch-diagnostische Aufgaben wertvolle Verfahren zurück- 
gewiesen worden. Sicher ist, daß es von den in Betracht 
kommenden Methoden den höchsten individuellen Wirkungs- 


1) Rolly und Oppermann, VI. Mitteil.: Blutzucker bei Anämie-, 
Leber-, Darm- und anderen Erkankungen des Menschen. Diese Zeitschr. ` 
48, 471, 1913. 

3) Schumm und Hegler, |. o. 

3) A.V. K nack, Ärztl. Verein zu Hamburg, 16. Mai 1914. — J. Feigl, 
ebenda l. c. Über den gegenwärtigen Stand der Chemie des Blutes. 
Vortrag. Naturwiss. Verein zu Hamburg, Sitzung vom 21. Mai 1916. 
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wert besitzt. Es wird also mit Sicherheit auch den größten 
Umfang der Restreduktion unter sonst gleichen Bedingungen 
darstellen. Schumm faßt sein Urteil in folgenden Sätzen zu- 
sammen: „Die alte Methode Bangs besitzt eine ziemlich all- 
gemeine Anwendbarkeit. Fälle, in denen sie glatt versagt hätte, 
habe ich bislang auch bei der Untersuchung vergorener Blut- 
auszüge im Gegensatz zu den Methoden von Bertrand und 
Lehmann-Maquenne nicht beobachtet. Sie erfordert aber 
Übung und sollte nur auf gut enteiweißte Blutauszüge an- 
gewandt werden; hat man sich der Enteiweißungsmethode von 
Michaelis und Rona bedient, so erfolgt die weitere Vor- 
bereitung des Blutauszuges für die Titration in der von uns 
echon früher beschriebenen Weise.“ Seine Nachteile sind die 
umständliche (und teure) Anfertigung der stark saizhaltigen 
Lösung, weiterhin die nicht völlige Stabilität der häufig 
gegen Zuckerlösungen zu kontrollierenden Lösungen, endlich 
der Umschlagspunkt. Waentig!) äußert sich: „Nach einer An- 
zahl Untersuchungen soll die Methode etwas zu hohe Werte 
liefern. Mit Lösungen bekannten Gehalts von reiner Dextrose 
erhielt ich fast richtige Werte. Sehr groß kann der Fehler, 
der mit Blutzuckerlösungen entstand, nicht sein, denn ich er- 
hielt nach der Bangschen Methode bei Pferdeplasma annähernd 
die gleichen Werte, die von P. Rona und L. Michaelis 
mit Hilfe der Allihnschen Methode gewonnen worden waren.“ 
Es sind also für normale Verhältnisse bei Überwiegen des 
wahren Zuckers objektive Werte erneut festgestellt worden. 
Die neue Bangsche Methode verhält sich, unter dem 
Gesichtswinkel der Restreduktion betrachtet, nicht wesentlich 
anders. Nach den bisherigen Erfahrungen findet man mit ihr 
bei normalem menschlichen Blut meistens ebenso hohe Werte 
wie mit der Hydroxylamin-Titration. Dagegen sind auch 
nach den Feststellungen der Nachuntersucher die technischen 
Schwierigkeiten erheblich®). Über die gute Methode von Leh- 


— 


1) Waentig, Über den Zuckergehalt von Blut und Harn des Pferdes 
bei Zuckerfütterung. Zeitschr. f. physiol. Chem. 97, 191, 1916. 

2) Sicher ist sie für experimentelle Arbeiten im Laboratorium, für 
biologische und physiologische Zwecke das gegebene Verfahren. Wir 
möchten noch hinzusetzen, daß auch der Kliniker bei Reihenuntersuchungen 
am selben Falle oft erst damit Größeres erreichen kann. Eigene Er- 
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mann-Maquenne ist zu sagen, daß sie im allgemeinen 
niedrigere Werte gibt als die vorgenannten, aber in Fällen mit 
deutlicher Restreduktion sich nicht grundsätzlich anders ver- 
hält. Nach Schumm hat sie bei vergorenen enteiweißten 
Blutauszügen gelegentlich versagt. Wesentlich anders stellt 
sich dagegen die Methode Bertrand. Es kann als festgestellt 
gelten, daß sie trotz der weiteren Sicherung, die ihr durch 
Opplers Vorschlag zukommt!), einmal objektiv zu niedrige 
Werte selbst gegenüber reiner Glucose zeigt, und daß sie über- 
dies nicht nur bei speziellen Blutarten, sondern auch sonst zu 
Versagern führen kann?). Für die Frage der Restreduktion, 
sei es in Rücksicht auf komplexe Kohlenhydrate, sei es auf 
reduzierende Nichtzucker, kann sie also als Kriterium nicht 
mit Sicherheit herangezogen werden, da es zum mindesten 
nicht übersehbar, was bzw. wieviel sie anzeigt. Es ist also 
wahrscheinlich, daß sie in gewissen pathologischen Gebieten 
überhaupt nicht am Platze ist. 

Über die Quecksilbermethode von Knapp, die von Tachau 
mit viel Erfolg ausgestaltet wurde, wissen wir, daß sie niedrigere 
Werte im Vergleich zu den Kupfermethoden liefert?). Embden 
ging von der Voraussetzung aus, mit den niedrigeren Werten 
eher dem wahren Zuckergehalt näher zu kommen. Zur Frage 
der Quecksilbermethode im Vergleich zu der von Lehmann- 
Maquenne sei nach Hollinger zitiert‘): „Da die Methode 
ebenso wie die Knappsche unter den von uns gewählten Be- 
dingungen an reinen Zuckerlösungen sich in vielfältigen Ver- 


fahrungen anläßlich sportlicher und militärischer Untersuchungen er- 
wiesen uns den hohen Wert im Dienste dieser Aufgaben. Wenn aber 
Grießbach und Straßner es allgemein als das klinisch geeigncte Ver- 
fahren hinstellen, so müssen wir nach unserer Einsicht entgegnen, daß die 
alltägliche Praxis der großen Krankenanstalten es nicht nur entbehren 
kann, sondern zu diagnostischen Zwecken (Stichentnahme für Wa.-R., 
Wage am Entnahmeorte!) mit Vorteil bei Lehmann-Maquenne, 
Makro-Bang, Lewis-Benedict bleiben kann. 

1) B. Oppler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 14, 93, 1910. 

») 0. Schumm, |. c. 

®) Auch Bang (Blutzucker, 1913, S. 19) spricht sich dahin aus, 
daß ihre Fehlerquellen, Wirkungsgrad und Umfang, mithin Leistungen 
bisher nicht eindeutig festgelegt sind. 

4) A. Hollinger, Über die Verteilung des Zuckers im Blute. Diese 
Zeitschr. 17, 1, 1909. 
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suchen als ein Verfahren von ganz besonderer Genauigkeit er- 
wiesen hat, müssen die beobachteten Differenzen zwischen beiden 
Methoden entweder durch Bestandteile der titrierten Blut- 
extrakte bedingt sein, welche die Reduktion der Knappschen 
und die der Fehlingschen Lösung durch Traubenzucker in 
ungleicher Weise beeinflussen oder es müssen verschiedene, 
die Knappsche und die Fehlingsche Lösung in ungleicher 
Weise, reduzierende Substanzen vorhanden sein. In der Tat 
weisen Hollingers Befunde darauf hin, daß man sowohl bei 
Gesunden wie bei Kranken mit dem Vorkommen anderer redu- 
zierender Stoffe neben Traubenzucker rechnen muß.“ 

Über die bisherigen colorimetrischen Methoden liegen Er- 
fahrungen und Urteile vor. Der Methoden von Reicher und 
Stein!) sowie von Wacker?) sich zu bedienen, ist für Labora- 
torien kein zwingender Anlaß geboten. Gesichtspunkte aus dem 
Bereich der angeschnittenen Frage werden mit ihnen zunächst 
nicht weiter gefördert. Jedenfalls sind die spezifischen Werte 
der meisten colorimetrischen Verfahren höher als die der be- 
sprochenen Methoden. Eine Ausnahme scheint die von Authen- 
rieth?) im Rahmen seiner Studien über colorimetrische Methodik 
skizzierte zu bilden. Eine neue Form bietet die Methode von 
Lewis und Benedict sowohl in Hinsicht der spezifischen Re- 
aktion zur Ermittlung des Zuckers auf Grund der Kolorimetrie 
als auch durch die vorgängige Isolierung bzw. die Enteiweiß- 
ung‘). Erfahrungen wurden bereits gesammelt und sollen später 
besprochen werden; die Nachprüfung ist vom Standpunkte 
der Restreduktion als lohnend anzusehen’). 

Was nun die Gegenüberstellung der Methoden angeht, so 
haben Grießbach und Straßner die Polarisation der Titration 
nach Lehmann-Maquenne gegenübergestellt und in der Norm 
fast völliges Zusammengehen, bei 3 (!) Nephritikern nur geringe 

1) K. Reicher und E. Stein, Verh. Kongr. f. inn. Med. 27, 401, 
1910. — Münch. med. Wochenschr. 1910, 1032. — Diese Zeitschr. 87, 
Bun a) Wacker, Zeitschr. f. physiol. Chem. 67, 197, 1910. 

3) W. Authenrieth und Montigny, 1l. c. 

4) R. Lewis and S. Benedict, Estimation of Sugar in Blood. 
Journ of Biolog. Chem. 20, 61, 1915. 

5) Es soll über eine größere Reihe von Untersuchungen an Gesunden 
und Kranken — einmal mit dieser Methode, daneben mit Bang und 


Lehmann-Maquenne zur Ermittlung einer chemischen „Titrations- 
restreduktion“ demnächst berichtet werden. 
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Abweichungen gefunden. Wir haben von etwa 150 Nephritikern 
20 Fälle aufzuweisen, bei denen unter hohem Reststickstoff — 
nicht solchem schlechthin, sondern mit hohem Gehalt und 
Kreatinin, Kreatin und Harnsäure — dieselben Vergleiche nach 
der alten Methode von Bang ausgeführt und, wie hier vor- 
läufig mitgeteilt sei, erhebliche Abweichungen gefunden wurden. 
Die Zahlen verhielten sich gelegentlich sogar wie 0,07 °/, (Polari- 
sation); 0,11 (Lehmann) zu 0,15 (Bang). Die „Restreduktion“ 
im Sinne von Schumm und Hegler erreichte sogar einmal 
0,08°/,, häufiger 0,06 bis 0,05°/,. Jedenfalls ist die von Grieß- 
bach und Straßner zuerst hervorgehobene, später von Schum m?) 
mit besten methodenkritischen Grundlagen betonte Auffassung, 
daß keine Bestimmungsmethode generell für jedes Anwendungs- 
gebiet ohne we'teres tauglich, individuelle Auswahl je nach der 
Aufgabe rätlich sei, hieraus ersichtlich und allgemein zu berück- 
sichtigen. 

Wie die Methoden weiterhin untereinander stehen, dafür 
hat, was die Frage der stickstoffhaltigen Komponenten mit Re- 
duktionswirkung betrifft, Paul Mayer bei seinen Versuchen zur 
Aufklärung der Gärungsmethodik folgendes ausgeführt?): „Bei 
den auf Kupferoxydulausscheidungen basierten Verfahren mischen 
sich beispielsweise die Purinkupferoxydulverbindungen dem 
Cu,O bei, während Aminosäurenkörper zur gleichen Zeit Kupfer- 
oxydul in Lösung halten. Der letztgenannte Einfluß fällt fort 
bei den Farbumschlagsmethoden, deren Endpunkt in der Ent- 
färbung der klaren Kupferlösung gegeben ist. Der Purinfehler 
spielt jedoch auch hier mit, da die Purine auch in Lösung 
Kupfer verbrauchen. Durch diese Versuche wird zweifellos ein 
Teil der Differenzen der verschiedenen Autoren über die Höhe 
der Restreduktion seine Erklärung finden.“ Diese Betrachtung 
lehrt, namentlich zusammengehalten mit der Tatsache, daß 
speziell Kreatinin Oxydul maskiert, daß für alle Anlässe hoher 
stickstoffhaltiger Restreduktionen, bzw. hohen Gesamtreststick- 
stoffs die „Ausscheidungsmethoden“ weniger geeignet sein müssen. 

Vor allem darf man nicht vergessen, daß das vorgängige 
Verfahren der Enteiweißung bereits entscheidend sein kann. 
Es macht sich nach unseren Erfahrungen an den pathologischen 


1) O. Schumm, Der Zuckergehalt des Blutes, III. Mitt. 1926, 1. c. 
2) P. Mayer, l. o. 
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Verhältnissen am ehesten geltend. An Methoden waren bzw. 
wurden gebraucht: Die Zinkacetatmethode von Abeles'!), die 
Alkoholfällung von Bang?), kombinierte Salzfällung bei sauerer 
Reaktion, z. B. Authenrieth und Montigny?) wie nach Mac 
Guigan), Pikrinsäure nach Lewis und Benedict’), Phosphor- 
wolframsäure nach Scheibler, Schoendorff, v. Jaksch und 
Stepp®), Quecksilberchloridsalzszäure nach Schenk’); Queck- 
silberjodid-Jodkalium nach Brücke!) oder Tanret?), Queck- 
silbernitrat nach Lepine und Boulud, Bierry und Portier, 
Schoendorff, Degrez und Moog!°), Uranylacetat nach 
Oszacki!!), Wismutjodid-Doppelsalze nach Neuberg!?), Queck- 
silberacetat nach Neuberg'®), Alkohol-Zinkchlorid nach Folin**), 
Trichloressigsäure nach Greenwald?) u. a. mehr. Physikalisch 
bzw. kolloidchemisch arbeitet die Trennung mit Eisenhydroxyd, 
das oft bewährte Verfahren von Rona und Michaelis, sowie 
die Kaolinmethode derselben Forscher. Ersteres wurde im Ge- 
biete des Blutzuckers zuerst von Rona und Michaelis, 


1) Abeles, ... Zeitschr. f. physiol. Chem. 15, 495. 

2) I. Bang, Über die Bestimmung des Blutzuckers. Diese Zeit- 
schr. 7, 327, 1908. — A. Erlandsen. Diese Zeitschr. 23, 329, 1910. 

3») W. Authenrieth und Montigny, Über colorimetrische Be- 
stimmungsmethoden, Zuckererh. Deutsch. Med. Woohenschr. 

4) H.MacGuigan und Roß, Peptonhypoglykämie. Journ. of Biolog. 
Chem. ?2, 417, 1915; Chem. Centralbl. 24, 1201, 1915. 

6) Lewis und Benedict, A method for the estimation of sugar. 
Journ. of Biolog. Chem. 20, 61, 1915; Chem. Centralbl. 25, 1344, 1915. 

6) Stepp, 1l. c. 

°) Schenk, ... Arch. f. d. ges. Physiol 55, 203, 1894. 

®) 9) R. Fosse, Royn, François, Quant. anal.. Best. d. Harn- 
stoffs nach Chem. Centralbl. 20, 1090, 1915. 

10) A. Degrez und R. Moog, Neue Methode zur Best. d. Harnstoffs 
nach Chem. Centralbl. 13, 292, 1912. 

11) A. Oszacki, Über Enteiweißung und Reststickstoff usw. mit 
Uranylacetat. Zeitschr. f. klin. Med. 1913, 77. 

19) C. Neuberg in C. Neuberg und Mitarbeiter, Der Harn s. o. 

13) C. Neuberg und Ishida bzw. Neuberg und Kerb, diese 
Zeitschr. s. o. Nach zahlreichen Versuchen kommt man bei Anwendung 
dieses Fällungsmittels für sich und kombiniert dem Ziele der Beseitigung 
reduzierender Nichtzucker aus der Reststickstofffraktion wesentlich näher 
als mit allen übrigen Methoden. 

14) O. Folin, Journ. of Biolog. Chem. 1912, XI, 529. 

18) J. Greenwald, s. o. 
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Schumm und Hegler,FrankundMöckel, Neuberg,P.Mayer, 
Frank und Bretschneider, Reicher und Stein u.a. jüngst 
von Stepp und Waentig angewandt'). Naturgemäß stehen 
außerdem Wege mit geeigneter Kombination zur Verfügung; 
man findet solche hin und wieder in der Literatur?). Es sei 
daran erinnert, in wie scharfsinniger Weise erst ganz kürzlich 
Bang die vorwiegend aus saurem Kaliumchlorid bestehenden 
Extraktionsmischung für sein elegantes mikrochemisches Tropfen- 
verfahren zur. exakten Titration durch Beigabe von Uranylacetat 
verbessert hat, ein Verfahren, das allerdings wegen der Auf- 
saugung des Blutes der Adsorption der Kolloide in Papier und 
der erschöpfend zu gestaltenden Diffusion des Zuckers Voraus- 
setzungen sui generis erfordert’). 

Vergleichende Untersuchungen von Philipp*) erweisen, 
daß die Eisenhydroxydkolloidfällung in Rücksicht auf krystal- 
loiden Stickstoff rd. 97°/, dessen aus der Uranylacetatfällung 
darstellt, was zwar mit anderen Erfahrungen nicht durchaus 
übereinstimmt (Hohlweg°’), aber wohl das Richtige trifft. 
Sonach fällt die Leistung beider Methoden annähernd zusammen; 
die Phosphorwolframsäurefällung bleibt dagegen um 10°/, zu- 
rück. Hitzekoagulationen schaffen ganz andere Verhältnisse, 
man könnte an den kolloidgebundenen Eiweißzucker oder an 
Aminozucker, an neue reduzierende Kunstprodukte, besonders 
an hydrolytische Umsetzungen des Glykogens denken®). Sowohl 


1) Siehe hierzu bei v. Fürth, Probleme d. physiol. u. pathol. Chem., 
II. Stoffwechsellehre, XXXIV. Vorlesung, 203. 

®) A. Erlandsen. .. . Diese Zeitschr. 23, 329, 1910. — B. Oppler, 
Phosphorwolframsäure und Bleiacetat. Zeitschr. f. physiol. Chem. 14, 393, 
1910. 

3) I. Bang, Mikrobestimmung einiger Blutbestandteile 1916, sowie 
I. Bang und E. Laurin. ... Diese Zeitschr. 74, 298, 1916. 

t) R. Philipp, Über den Stickstoff des enteiweißten Blutserums 
86, 494, 1913. 

°6) H. Hohlweg, Die Bestimmung des Reststickstoffs im Blute usw. 
Grenzgeb. d. Med. u. Chir. 28, 459, 1915; Biochem. Centralbl. 18, 336, 1915. 

Die jüngst von Hohlweg als Normalwerte angegebenen liegen um 
mehrere Einheiten gegen die objektiven Zahlen nach Bang u.a. zu hoch. 

ec) Rona und Michaelis fanden durch spezielle Untersuchungen 
die Fällbarkeit von Glykogen durch die Eisenhydroxydbehandlung; man 
wird wenigstens vorläufig diesen Befund auf andere kolloide Gebilde mit 
ausdehnen dürfen. 
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die weit überwiegende Menge der Purine (S. R. Benedict, s. o.) 
wie des Kreatinins (J. Feigl) wie der Aminosäuren (Clementi 
l. c.) werden durch die Eisenfällung nicht mitgefällt. 

Es ist sonach nicht die Wahl der Titration bzw. der in- 
dividuelle Wirkungswert der Reduktionsmethode allein, sondern 
die der Enteiweißung mit entscheidend. Man kann bekanntlich 
die neue Methode von Bang auch für größere Mengen redu- 
zierender Stoffe (Zucker, Blutextrakte) verwenden. Tut man 
dieses, unter Abstraktion von der Koagulation im Papier aber 
unter Enteiweißung mit Eisenhydrat, so erhält man bei präzis 
abgestimmten Lösungen fast gleich hohe Werte wie mit der 
alten Makromethode. 

Umgekehrt werden durch eine bestimmte Titrationsmethode 
unter Variation der Enteiweißung in dafür geeigneten Lösungen 
mit relativ hohem Gehalt an reduzierenden Nichtkohlenhydraten, 
d. i. also bei einem großen Anteil pathologischer Fälle, die Be- 
funde an Gesamtreduktion und Restreduktion verschieden ge- 
funden. Stepp hat die Kombinierbarkeit der Phosphorwolfram- 
säurefällung mit der Bertrandschen Methode dargetan. Wenn 
er sagt, daß die Permanganattitration des Restkohlenstoffs gleich 
ausfiele bei Enteiweißungen mit Phosphorwolframsäure und 
Eisenhydroxyd, so ist das zwar in seinen Fällen und bei eeiner 
Methodik, aber sicher weder allgemein noch überhaupt bei Re- 
duktionsmethoden richtig. Indirektes Beweismaterial sei der 
pathologischen Chemie der Harnsäure, des Kreatinins, der Amino- 
säuren entnommen. 

So ergaben sich folgende Zahlenverhältnisse, wobei der Ge- 
samtreststickstoff nach Rona-Michaelis, die Kreatinfraktion 
nach Folin, die Harnsäure nach Folin und Benedict, die Amino- 
säuren nach Harding und Mac Lean bzw. nach van Slyke 
bestimmt, das Fällungsmittel nach den bestehenden Vorschriften 
angewandt, später sorgfältig entfernt und die Filtrate im Vakuum 
bei 20° bis 30° eingeengt wurden. 

Bei Verwendung von Phosphorwolframsäure wurde in einem 
Falle von Leukämie mit einem Gesamtreststickstoff von 45 mg 
und 8 mg Harnsäure nur 3 mg Harnsäure — Purinverlust über 
50°/, wiedergefunden. 

Eine Urämie zeigte einen Gesamtreststickstoff von 250 mg 
bei Anwesenheit von 12 mg Harnsäure und 33 mg Kreatinin, 
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sowie 8 mg Kreatin. Hier wurden nur 6 mg Harnsäure und 
nur 20 mg Kreatinin bzw. 6 mg Kreatin wiedergefunden. Ver- 
luste an Purin 50°/,, an Kreatinin fast 40°|,. 

Ein experimenteller Reststickstoff' (Phosphorintoxikation) 
von 280 mg mit 180 mg Aminosäuren bei Abzug des Kreatins 
bzw. Kreatinins ergab hernach nur 120 mg Aminosäuren: Ver- 
lust 33°/,. 

Wendet man die Alkoholtrennung nach Bang bzw. nach 
Wolf!) bzw. Taylor?) an, so werden, um bei dem letzten Bei- 
spiele zu bleiben, nicht 180 mg Aminosäuren, sondern Werte 
von 120 bis 150, in Parallelversuchen nicht einmal identisch, 
erhalten. 

Wie die Kombinationen und Variationen der Alkoholfällungen 
sich zum Zuckergehalt selbst stellen, hat Ph. Shaffer experi- 
mentell genau beforscht. Einige Zahlen dieser instruktiven 
Versuche seien genannt. 

Ferrihydrat ergab einmal 0,086°/,, Methylalkohol 0,038°/,; 
ein anderes Mal ergab das anoganische Kolloid 0,149°/, Zucker, 
90°/, Methylalkohol 0,098°/,, 80°/, dagegen 0,106°/,, 70°, 
bereits 0,114°/,, 60°/, fast die gleiche Menge und 50°/, nicht 
mehr als 0,118°/,®). 

Die vorgenannte Urämie lieferte mit Alkoholchlorzink, 
genau nach Folin ohne Verzögerung behandelt, ein Kreatinin- 
defizit von über 10°/,, bei dreistündigem Stehen bereits über 
332].: 

Bei Anwendung von Mercuriacetat werden von 10 bis 30 mg 
Kreatinin nur 4 bis 8°/, wiedergefunden. Mercurisulfat ist, seit 
Neuberg die Isolierung des Tryptophans ausarbeitete, bekannt 
in seiner Wirkung gegen Cystin und Tyrosin. 

Diese Beispiele mögen zunächst genügen, um zu zeigen, 
wie weit bereits die Enteiweißung in von der Norm abweichenden 
Fällen die später durch die Reduktionsmethode zu ermittelnde 
Gesamtreduktion und Restreduktion beeinflußt. 

In ein neues Stadium tritt die Enteiweißung durch die 


1) Ch. Wolf, Journ. of Physiol. 49, 89, 1914; Chem. Centralbl. 1, 
915, 1915. 


?) A. Taylor und H. Florence, Journ. of Biolog. Chem. 22, 63, 
1915; Biochem. Centralbl. 18, 18, 1916. 


3) Ph. A. Shaffer, Journ. of Biolog. Chem. 19, 294, 1914. 
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Arbeit Lewis und Benedict. Diese Forscher bestimmten den 
Blutzucker colorimetrisch durch die Pikrinsäurereduktion. Als 
Enteiweißung geht vorher eine Behandlung mit demselben Re- 
agens, sowie die Hydrolyse des Kreatinins. Nun hat kürzlich 
O. Folin die gleiche Behandlung für Harn zwecks Ermittelung 
geringer Zuckermengen vorgeschlagen, allerdings kombiniert mit 
einer Kohlebehandlung im Sinne von Bang und Bohmansson!), 
Anderssen?), Larsson®). Wie wir an verschiedenen Harnen 
mit Zuckergehalten unter Verwendung auch anderer Kupfer- 
lösungen als der von Folin empfohlenen fanden, bietet dies 
Verfahren bei geringen Zuckerverlusten die Möglichkeit der 
Entfernung von Purinen und eines Anteiles von Kreatinin. 
Man kann eben dieses Verfahren entweder für sich oder kom- 
biniert mit der Eisenmethode verwenden. Es hat sich gezeigt, 
daß die Titration nach der alten Methode von Bang auch bei 
Gegenwart von Pikrinsäure nahezu glatt vor sich geht, indem 
die anfänglich tiefgrüne Lösung heller, zunächst zeisiggelb, dann 
durch das vorhandene Kaliumpikrat im Endpunkt hochgelb bis 
orange wird‘). 

Von Bang und Bohmansson stammt der Vorschlag, die 
Gesamtreduktion bei Enteiweißung mit Eisenhydroxyd und an- 
dererseits die wirkliche Reduktion des Zuckers unter Ausschluß 
der Restreduktion, nach Behandlung mit Kohle in salzsaurer 
Lösung zu ermitteln. Sichergestellt ist dabei die Entfernung 
der Purine, aber das Filtrat enthält nach wie vor Kreatinin. 
Der Vorschlag dieser Forscher ist zweifellos zunächst prinzipiell 
für die Norm erdacht gewesen. Wir fanden in kreatininreichen 
Blutarten (10 bis 25 mg für 100 ccm) immer noch bis 80°/, 
dieses Stoffes wieder. Diese Befunde lassen also keineswegs 
den Schluß zu, daß die Restreduktion dieser Substanz damit 
ausgemerzt werden kann, was um so mehr ins Gewicht fällt, 
als Kreatinin die Purine zumeist an absoluter Menge überwiegt 
und energischer reduzierend als jene zu wirken vermag. Nach 








!) I. Bang und Bohmansson, Diese Zeitschr. 23, 443, 1909. 

?) A. Anderssen, Diese Zeitschr. 37, 262, 1911. 

3) K. Larsson, Diese Zeitschr. 48, 483, 1913. 

*) Die Farbtiefe des Kaliumsalzes überwiegt die des Natriumsalzes, 
das außerdem viel heller gefärbt ist. Bei Bangs Lösungen bestehen 
nur Kaliumsalze. 
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bisherigen, noch nicht abgeschlossenen Versuchen bieten sich 
bessere Aussichten durch folgende Kombination. Es wird nach 
Rona und Michaelis enteiweißt, das Filtrat auf rd. 20,0 ccm 
gebracht, je ein Tropfen 10°/, Essigsäure und gesättigtes Kalium- 
chlorid und feste Pikrinsäure zu geringer Übersättigung aus- 
reichend beigefügt, nach eintägigem Stehen mit einer kleinen 
Federmesserspitze bester Blutkohle in recht kurzer Frist (1 Mi- 
nute schütteln und Filtration) behandelt. Kreatininverlust bei 
absoluten Werten von 10 bis 20 mg in 100 ccm Blut bis zu 
75°/,. Zuckerverlust nicht über 7 bis 8°/,'). 

Wendet man das Alkoholverfahren nach dem Vorgange 
von Bang, sowie seine Variationen nach den übrigen Unter- 
suchern an, so beobachtet man stets mehr oder minder erheb- 
liche Zuckerverluste. Kombiniert man nun die Tierkohlebehand- 
lung mit dieser Enteiweißung oder mit der Ferrihydratfällung, 
so findet man eo ipso wiederum ein Zurückgehen des Zuckers, 
mehr im ersten als im zweiten methodischen Gange. Wir haben 
bei der Vereinigung der Kohlemethode mit der Kolloident- 
eiweißung Verluste gesehen, die zumeist über 8°/, lagen, bei 
- 5 Reihen von je 9 Parallelversuchen an normalem Blute, anderer- 
seits je einmal zu 10°/, und selbst noch mehr anstiegen. Man 
wird jedoch mit dieser Kritik der Alkoholzentrifugenmethode 
nicht völlig gerecht. Wenn auch die Zuckerverluste die An- 
wendung zu feineren Untersuchungen in den Grenzgebieten 
stark einschränken, so hat sie doch durch die relative Schnellig- 
keit in der Isolierung der zuckerführenden Fraktion und der 
schonenden und schnellen Eindampfung gewisse Vorzüge, die 
diesen grundsätzlichen Mangel zwar nicht ausgleichen, aber sie 
doch für entschiedene Hyperglykämien und als orientierendes 
Verfahren nützlich erscheinen lassen. Am ehesten behalten 
also beide Methoden, wofern sie nicht durch die übrigen für 
entbehrlich erachtet werden, ihren Platz innerhalb diabetischer 
Hyperglykämien höherer Grade. Doch sind auch bei absoluten 
Zahlen von 200 mg Glucose die Resultate hier nicht von erheb- 
lichen Verlusten frei, die 10°/, erreichen und selbst weit über- 
schreiten können’). Bedenklich würde ihre Anwendung nach 


1) Genauere Angaben folgen später. 
?) Es sei gestattet, auch auf weitere Erfahrungen von O. Schumm 
hinzuweisen, die durchaus die gleichen sind. 
Biochemische Zeitschrift Band 77. 15 
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bisherigen Erfahrungen bei der Untersuchung geringgradiger 
Erhöhungen des Zuckerspiegels, die für sich an Hand aller be- 
sprochenen Methoden ohne entscheidendes Übergewicht der einen 
oder anderen nur mäßig scharf dargestellt werden können. 

Durchaus untunlich sind sie zur Lösung von Aufgaben 
über mäßige und geringe Hypoglykämien. Alle Beobachtungen 
stimmen darin überein, wie jüngst noch von Schumm!) aus- 
geführt wurde, daß die exakte Ermittelung leichter Senkungen 
des Blutzuckerspiegels durch die Reduktionsmethoden deren 
schwierigster und bisher am wenigsten eindeutig lösbarer An- 
teil geblieben ist. Denkt man verringerte Zuckergehalte mit ` 
einigermaßen übernormaler summarischer Restreduktion durch 
Nichtkohlenhydrate vergesellschaftet, so werden sich schon von 
vornherein die Werte der Reduktionsmethoden kreuzen. Eine 
Entfernung der Purine gelingt mit Hilfe des Kohlenverfahrens 
von Bang und Bohmansson nach unseren Beobachtungen, 
die in eingeengten Filtraten nach Folin-Benedict durch- 
geführt wurden, nicht aber die des Kreatinins und Kreatins, 
während andrerseits der wahre Zuckergehalt die oben zahlen- 
mäßig gegebenen Einbußen erleidet. 

Bleiben wir bei unserem vorgängigen Beispiele von 80 mg 
Glucose und 4 mg Harnsäure in 100 ccm Blut, so macht die 
Entfernung der letzteren rund 2 mg Glucose aus, während gleich- 
falls rund weitere 5 bis 10°/, des wirklichen Zuckers durch die 
Adsorption im späteren Reduktionsvorgang mit ausfallen, die 
gleichgerichtete Wirkung des Kreatinins und Kreatins fast ganz 
erhalten bleibt und diesen Ausfall zumeist noch überwiegt. 
Begibt man sich in pathochemische Verhältnisse, z. B. Reten- 
tionen, Uricämie, Kreatininämie, so kann, wie oben erörtert, die 
Abtrennung der Harnsäure einem Verluste in der Reduktion von 
5, selten 10 mg Glucose gleichkommen, so daß mit dem wahr- 
scheinlichen Defizit an wirklicher Glucose, der ca. 5 bis 10°/, 
umfaßt, die gesuchte Zahl nicht wesentlich exakter gefaßt werden 
kann, da dieser Herabsetzung der Restreduktion die Wirkung 
des erhalten gebliebenen Kreatinins entgegengesetzt ist. Da 
nun bei nephritischen Erkrankungen im Zusammenhang mit 
Hypertonien Steigerungen im Zuckergehalt vorkommen können, 


1) 0. Schumm, l. c. 1915. 
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so würden diese bei summarischen Reduktionen auch in nicht 
überfeinen Verhältnissen durch die Gärungsmethodik und die 
experimentell noch schwierigere Polarisation der exakten Be- 
stimmung vielleicht u. U. nicht erreichbar zu machen sein?). 

Es fragt sich nunmehr, wie nach dem Vorstehenden die 
praktische Handhabung von pathochemischen Untersuchungen 
des Blutzuckerspiegels sich mit eingehenderer Kritik der Werte 
für Gesamtreduktion und Restreduktion als bisher darstellen 
läßt. Es bietet sich zunächst der folgende Gedankengang; Als 
Enteiweißung ist eine objektive, kolloidfällende Methode, am 
ehesten mit Vorteil die mit Eisenhydroxyd, zu wählen. Alle 
übrigen Weisen leiden an dem Mangel, in unübersehbarem 
Grade unproportional und unkonstant Anteile der reduzierenden 
Nichtzucker abzuscheiden. Die meisten verlangen auch Acht- 
samkeit gegen Überschüsse des Reagens sowie dessen umständ- 
liche Entfernung. Da bisher ein wirklich quantitativer Weg 
zur Isolierung der reinen Glucose nicht zu Gebote steht, ist es 
besser, die Krystalloide insgesamt zu isolieren. Die Eindampfung 
ist weder einfach noch ganz unbedenklich. Hierauf ist oft, jüngst 
noch von Waentig, hingewiesen worden. Mit Vorsicht gehand: 
habt, ist jedoch der Fehler zu vernachlässigen, wenn lokale Über- 
hitzung der Schalenwände vermieden wird, was sich mit mäßig 
großen Halbkugelschalen unter Nachgießen erzielen läßt. Vakuum- 
eindampfung ist besser, aber nicht unbedingt nötig und nicht 
überall für zahlreichere Untersuchungen durchführbar. Die 
reduzierenden Komponenten des Reststickstoffs sind dabei re- 
lativ weniger gefährdet als die Zucker. 

Die nunmehrige Bestimmung hat durch eine energische 
Reduktionsmethode zu erfolgen, der alle reduzierenden Zucker 
und Nichtzucker bei geeigneter Zeitdauer in bestimmtem Grade 
unterliegen, die also eine wahre Gesamtreduktion vermittelt. 
Daß dies die Quecksilbermethode und das Bertrandsche Ver- 
fahren nicht immer erreichen, steht fest?); in einzelnen Fällen 


1) E. Hirsch, Blutzuckergehalt des Menschen usw. Ib. Blutzucker 
und vasculäre Hypertonie. Diese Zeitschr. 75, III, 189, 1916. 

2) W. Cramer, Ein neuer Nachweis für reduzierende Zucker im 
Harn. Biochem. Journ. 1915, IX, 156. Chem. Centralbl. 1916, I, 1213. 
Nach weiteren Versuchen glaubt C. eine Abstufung der Alkalität ge- 
funden zu haben, die Harnsäure und Kreatinin in den Vorgang nicht 
mit einbezieht. Für Harn scheint dies annähernd zuzutreffen. Weitere 
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hat auch der Gang von Lehmann-Maquenne Versager er- 
geben, was bisher für die makrochemische Hydroxylamin-Titra- 
tion von Bang sowie gleichfalls für dieses Autors Kupfer- 
jodometrie, die wir losgelöst von der mikrochemischen Aus- 
führungsform mit größeren Mengen prüften, als nicht zutreffend 
anerkannt werden muß. Es ist demnach auch der Gedanken- 
gang, mit Methoden niedrigen individuellen Wirkungswertes dem 
wahren Zucker näher zu kommen, sicher bislang keineswegs 
genügend erhärtet, so daß mit gewissem Rechte das gegenteilige 
Vorgehen zu bevorzugen ist. 

Unabhängig von dieser, tunlichst ungeschmälert zu er- 
reichenden wirklichen Gesamtreduktion ist die Restreduktion 
zu ermitteln. Dieses Ziel läßt sich einstweilen nur so ver- 
wirklichen, daß von der Gesamtreduktion der spezifische Wert 
für Harnsäure, Kreatinin, Kreatin, abgesetzt wird. Das hat 
natürlich als Forderung zur Folge, die genannten Stoffe für 
sich zu ermitteln, um diesen definierten Teilbetrag der Rest- 
reduktion einführen zu können, wobei man dem gesuchten 
Zucker oder besser dem Gesamt-Kohlenhydratkomplex näher- 
rückt. Es ist natürlich somit kein expeditives Verfahren ge- 
wonnen, das kurz und schnell den Blutzuckerspiegel direkt zu 
klinischen Zwecken zu ermitteln erlaubt. Für alle Fälle, in 
denen — außerhalb der Norm — mit Anreicherung der ge- 
nannten Fraktionen des Gesamtreststickstoffs zu rechnen ist, 
wird man bei wissenschaftlichen Zwecken mit diesem Verfahren 
den wahren Zucker weitaus genauer als bisher treffen können. 
Der nächste Gewinn wird wahrscheinlich die Aufklärung strittiger 
bzw. ungeklärter „Restreduktionen“ und die Entschleierung der 
„scheinbaren“ Hyperglykämien sein. Für rein klinische Zwecke 
bietet sich, wenn auch nicht überall, die Möglichkeit, mit dem 
Pikrinsäure-TierkohleprozeßB weiter zu kommen. Rein dia- 
gnostisch ist jedenfalls die Belastungsprobe mit Glucose bei 
erneuter Untersuchung, mit Vorteil nach dem Vorgange von 
Schirokauer im Serum bzw. Plasma, eine fast sicher erfolg- 
reiche Fortführung!). 

Versuche für Harn und Blutfiltrate sind im Gange. Es würde diese Ent- 
wicklung der älteren Auffassung von Embden über die Quecksilber- 
reagentien recht geben. 


1) H. Schirokauer, Funktionsprüfung der Leber. Zeitschr. f. klin. 
Med. 78, 469, 1913. 
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Hier muß des weiteren ein Gedankengang Berücksichtigung 
finden, dessen Vorstellungen zwar nicht durchaus zwingend, aber 
an sich möglich sind. Wenn auch Glucose sowie andere Kohlen- 
hydrate, wenn ferner Kreatinin, Kreatin, Harnsäure — jede 
Substanz für sich — entschiedene, genau meßbare Reduktions- 
wirkungen im Rahmen bestimmter Methoden zeigen, so ist da- 
mit nicht unbedingt festgelegt, daß vielseitige Gemische dieser 
Stoffe untereinander in Medien, die andere reaktionsfähige Körper 
enthalten (Purine, Aminosäuren usw.), streng proportional und 
alditiv nach ihrem Einzelverhalten reagieren. Einige Versuche 
an Hand der Methoden von Bang und Lehmann liegen vor, 
die jedenfalls zeigen, daß schon Lävulose oder Glucose gemein- 
sam mit Kreatinin bzw. Harnsäure in üblicher Ausführung re- 
duziert, nicht selten Zahlen liefern, die gegen die im Einzel- 
versuch mit fraglichen Mengen ermittelten etwas zurückbleiben. 
Man wird also bis zum Vorliegen klärender Beweisversuche diese 
Kompensationswirkung a priori in der Diskussion belassen dürfen. 


Schlußsätze. 


In vorstehenden Ausführungen ist Material beigebracht 
worden, das sowohl für physiologische wie pathologische Ver- 
hältnisse zahlenmäßige Vorstellungen über eine definierbare 
Fraktion der Restreduktion vermittelt. Nachdem das Bestehen 
dieses Begriffes auch für die Norm unabhängig vom Wert- 
ausdrucke bestimmter Methoden festgestellt war, mußte es die 
nächste Aufgabe sein, seinen Inhalt in faßbare Größen auf- 
zulösen. Dieses ließ sich, wie gezeigt, durch das Studium der 
reduzierenden Nichtkohlenhydrate des Gesamtreststickstoffs an- 
bahnen. Damit wird der Begriff der Restreduktion zunächst als 
solcher weiter erhärtet. Er wird fernerhin geläutert, ohne sich 
restlos in bekannte Stoffe auflösen zu lassen. Sicher ist, daß 
auch von weiteren stickstoffhaltigen Krystalloiden noch sehr 
geringe Wirkungen, die in bestimmt gearteten Grenzfällen viel- 
leicht ansteigen, aufgeklärt werden können. Sicher ist ferner, 
daß der nunmehr noch bleibende Anteil der Restreduktion von 
stickstofffreien Substanzen beherrscht wird, unter denen die 
Kohlenhydrate — seien es andere Zucker, seien es komplexe 
Formen, seien es endlich Derivate der niederen Reihen, — 
weit überwiegen. Hier sind die Auffassungen von Frank und 
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Bretschneider, Embden u. a. wie von Stepp maßgebend. 
Man weiß über die Natur der fraglichen Substanzen bisher 
nichts Genaues. Der letztere Autor hat aus der Ermittlung der 
Restkohlenstoffzahl indirekt Schlüsse gezogen und Vorstellungen 
geschaffen. Somit sieht man, daß die Frage nach der Größe 
des Blutzuckers zwar den dem praktischen Ziel angepaßte 
Begriff enthält, daß dessen Wert jedoch in der exakten 
Feststellbarkeit weit hinter denen der Gesamtreduktion wie 
Restreduktion zurückbleiben. Alle weiteren Arbeiten werden 
schon aus der Einsicht von dem praktisch zunächst Erreich- 
baren an den letzten Begriffen anknüpfen, die methodisch aus- 
reichend darstellbar sind und von denen der zweite dem Wesen 
nach teilweise aufgeklärt werden kann. Beiden gegenüber ist 
der Blutzucker noch immer die umstrittene Größe, die auch 
nicht einmal in der Norm mit der Gesamtreduktion zusammen- 
fällt. Die methodische Weiterarbeit findet drei Richtlinien vor. 
Einmal kann man den Gedanken von Embden, mit Hilfe eines 
Verfahrens von spezifisch niederem Reduktionswert dem wahren 
Zucker näher zu kommen, verfolgen. Seit sich jedoch (die 
Schwierigkeit ergab, daß die fraglichen Reaktionen den echten 
Zucker nicht quantitativ ermittelten, mußte dieser selbst an- 
gesichts der Tatsache, daß eine Verkleinerung des Betrages 
der Restreduktion durch Nichteinbeziehung bzw. geringe Mit- 
beteiligung der stickstoffhaltigen Träger dieser Erscheinung ge- 
lungen schien, vorläufig zurücktreten. Die gegenteilige Auf- 
fassung von der Bevorzugung der ungeschmälerten Gesamtreduk- 
tion hat wenigstens für sich, daß alle im Reduktionsvorgange 
faßbaren Komponenten mit ihrer Quote zur Geltung kommen, 
womit unkontrollierbaren Verlusten einer oder der andern Gruppe 
nach bester Möglichkeit entgegengearbeitet und durch weitere 
Analysen zunächst ein Anteil der Restreduktion nach vorstehen- 
der Betrachtung methodisch und rechnerisch definierbar wird. 

Beiden steht der Gedanke von Oppler in bisheriger 
wie weiter zu entwickelnder und zu variierender Form wahr- 
scheinlich sehr aussichtsreich gegenüber. Dieser gipfelt in der 
Idee einer Fraktionierung der an der Gesamtreduktion beteiligten 
Stoffe und der stufenweisen Analyse. Theoretische und prak- 
tische Befunde in der Reihe pathologischer Fälle haben bereits 
für die reduzierenden Nichtkohlenhydrate aus der Fraktion des 
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Gesamtreststickstoffs die Richtigkeit und weitere gute Aus- 
sichten dieser Voraussetzungen ergeben. Ob es gelingen wird, 
die Glucose zu fällen, scheint am weitesten abliegend. Zwar 
glauben Plimmer und Skelton?) geeignete Verhältuisse bei 
Benutzung von basischem Bleiacetat ermittelt zu haben, die 
in Harn eine volle Fällbarkeit der Glucose ermöglichen. Der 
Weg ist als solcher, wie auch modifiziert für Blutfiltrate, zum 
mindesten nachzuprüfen. Das oben genannte Verfahren von 
Lewis und Benedict?) wurde von Myers und Bailey°) nach- 
geprüft, geeignet befunden und weiter ausgebaut. Da dieses 
Purin ausfällt, Kreatinin nicht mit einbezieht und somit eines 
Teiles der Restreduktion ledig ist, bietet es nach den letzt- 
genannten Autoren, wie eigenen Versuchen, recht gute, für die 
Pathochemie grundsätzlich neuartige Aussichten *). 


1) R. H. Plimmer und R. F. Skelton, Biochem. Journ. 1914, 
VIII, 641. 

®) R. Lewis und S. R. Benedict, |. o. 

3) V. Myers und C. V. Bailey, Estimation of Blood Sugar. Journ. 
of Biolog. Chem. 1916, Febr., XXIV, 147. 

4) J. Feigl und A. V. Knack nach J. Feigl, Vortrag im Naturw. 
Verein zu Hamburg, 1916, 21. Juni. 


Eine bequeme Methode zur quantitativen Bestimmung 
der 8-Oxybuttersäure im Harn. 


Von 
Erik Ohlsson. 


(Aus dem med.-chemischen Institut der Universität Lund.) 
(Eingegangen am 22. Juli 1916.) 


Um den Verlauf einer diabetischen Acidose klinisch zu 
verfolgen, hat man sich bisher damit begnügen müssen, die 
Summe der Mengen von Aceton und Acetessigsäure im Harn 
zu bestimmen. Denn alle bisherigen Methoden zur Bestimmung 
der 8-Oxybuttersäure, von denen viele hinlänglich genau sind, 
haben einen gemeinsamen Mangel darin, daß sie zu zeitraubend 
sind, wodurch sie zur wissenschaftlichen Forschung weniger ge- 
eignet und für klinische Zwecke fast unbrauchbar sind. Da 
aber von den drei Acetonstoffen die -Oxybuttersäure in größter 
Menge ausgeschieden wird und die Acidose hauptsächlich durch 
sie hervorgerufen wird und außerdem das quantitative Ver- 
hältnis zwischen den verschiedenen Acetonstoffen innerhalb wei- 
ter Grenzen schwankt, so daB man nicht von der Menge von 
Aceton und Acetessigsäure auf die Menge der ß-Oxybuttersäure 
und damit auf die Totalmenge der Acetonstoffe schließen kann, 
so darf angenommen werden, daß eine bequeme Methode zur 
Bestimmung der ß-Oxybuttersäure nicht nur einen klinischen 
Wert besitzen, sondern auch ohne Zweifel zu einem besseren 
Verständnis der Acidose selbst beitragen wird. 

Da ich schon bei einer anderen biologisch interessanten 
Oxysäure, der Milchsäure, wo die Sachlage eine durchaus ähn- 
liche war, durch Anwendung von Amylalkohol statt Äther als 
Extraktionsmittel die Zeitdauer der Milchsäurebestimmung ganz 
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enorm verkürzen konnte!), so lag es nahe, meine dort gewon- 
nenen Erfahrungen auf die Bestimmung der ß-Oxybuttersäure 
zu verwerten zu suchen. Das Problem war folglich, ein geeignetes 
Extraktionsmittel zu finden. Als solches hat sich Essigester 
am besten bewährt. Zur Bestimmung der -Oxybuttersäure 
im Extrakte habe ich ausschließlich die polarimetrische Me- 
thode verwendet, weil sie im Vergleich mit anderen Methoden 
die bequemste und geschwindeste ist, zudem ein Präcisions- 
polarimeter von Schmidt und Haensch, in 0,01° gradiert, zu 
meiner Disposition stand. Wer nicht über einen Polarimeter 
verfügt, kann mit der Methode von Schaffer?) oder Darm- 
städter?) gut auskommen. 


Welches Extraktionsmittel ist das beste? 


Wenn man die f-Oxybuttersäure polarimetrisch bestimmen 
will, sind diejenigen Extraktionsmittel a priori auszuschließen, 
die selbst optisch aktiv sind, wenn man nicht die Methode un- 
nötigerweise komplizieren will. Folglich ist Amylalkohol zu 
verwerfen. Da die f-Oxybuttersäure in Kohlenwasserstoffen 
schwer löslich ist, so bleiben von leichter zugänglichen Extrak- 
tionsmitteln nur Äther und Essigester übrig. Die alten lang- 
wierigen Ätherextraktionen zeugen genug von der Unzweck- 
mäßigkeit des Äthers. Leider besaß ich keine reine optisch 
aktive ß-Oxybuttersäure, um durch direkte Bestimmung der 
Teilungskoeffizienten die Überlegenheit des Essigesters zu zeigen, 

Für inaktive Säure sind die Teilungskoeffizienten wie folgt: 


zwischen Äther und Wasser. . . . 22 2 2 2 22.20.04, 
n Essigester und Wasser . . ..... 1,0, 
” n n gesättigter Magnesiumsulfatlösung 1,7. 


Diese Zahlen gelten aber nur für inaktive Säure und treffen 
für aktive Säure nicht zu. Als erste Orientierung sind sie aber 
nicht ohne Interesse, und sie machen es höchst wahrscheinlich, 
daß Essigester auch bei aktiver Säure bessere Resultate liefert 
als Äther. 





1) Skand. Arch. f. Physiol. 88, 231, 1916. 
%) Journ. of Biolog. Chem. 5, 211, 1908. 
3) Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 355, 1902/03. 
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Extraktion mit Essigester. 


Zur Prüfung des Essigesters als Extraktionsmittel für aktive 
ß-Oxybuttersäure ist folgender Versuch angestellt worden. 
200 ccm Harn von einem Patienten im Coma diabeticum wurde 
mit 100 g Ammoniumsulfat versetzt und nach erfolgter Lösung 
filtriert. Das Volumen des Filtrates betrug 256 cem. 200 ccm 
wurden abpipettiert, mit 25 cem 20°/,iger Schwefelsäure an- 
gesäuert und in einem Scheidetrichter mit dem gleichen Vo- 
lumen Essigester geschüttelt. Nachdem die Schichten sich ge- 
klärt haben, wird der Harn abgelassen und der Essigester in 
einen anderen Scheidetrichter übertragen und mit 10 ccm 30°/,- 
iger Natriumcarbonatlösung geschüttelt, wodurch die im Essig- 
ester gelöste Säure als Natriumsalz in die Sodalösung über- 
geführt wird. Die Sodalösung wird in eine Glasmensur abge- 
lassen und mit 20°/ iger Schwefelsäure bis zu 20 ccm Volumen 
versetzt. Der Essigester wird in den ersten Scheidetrichter 
zurückgeführt, mit dem Harn wieder geschüttelt und im zwei- 
ten Scheidetrichter mit 10 ccm Sodalösung behandelt usw. 
5 solche Extraktionen werden ausgeführt. Jede liefert 20 ccm 
einer Lösung, die außer der extrahierten ß-Oxybuttersäure noch 
Natriumsulfat und überschüssige Schwefelsäure enthält. Diese 
Stoffe beeinflussen das Drehungsvermögen der ß-Oxybuttersäure 
nicht, und man kann folglich die Menge der ß-Oxybuttersäure 
polarimetrisch bestimmen. Das Ergebnis dieses Versuches ist 
in der Tabelle I zusammengestellt. 





Tabelle I. 

Ordnungszahl o T 

der x | g 26 
PEXtrakl onen Ann 

1 — 1,66° 0,69 43 
2 — 0,88° 0, 36 39 
8 — (0,57 0,24 42 
4 — 0,30 0,12 36 
RER. SER: — 0, 210 Tome | 0 09 43 
ee 1,50 93 


Es bedeutet: œ die abgelesene Drehung (Natriumlicht), 
g die Menge der $-Oxybuttersäure in Gramm, 
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[@]p das spez. Drehungsvermögen der f-Oxy- 
buttersäure = 24,129, 
l die Länge des Polarimeterrohres, 
v das Volumen der angesäuerten Lösung. 


Die Formel zur Berechnung von g ist 


Die Summe der extrahierten Mengen ist 1,50 g. Natür- 
licherweise wird ein gewisser Teil, ô, der 8-Oxybuttersäure im 
Harn zurückbleiben. Die wahre Menge der im Harn ureprüng- 
lich vorhandenen Säure, c, ist folglich 1,506. Folgende Be- 
trachtung zeigt uns die ungefähre Größe von ð. Erstens muß 
ö eine kleine Quantität sein, denn die extrahierten Mengen 
nehmen in der Serie schnell ab. Wird vorläufig ô= 0 gesetzt, 
d.h. c= 1,50, so wird bei der ersten Extraktion 46°/, der 
ganzen Menge erhalten. Man berechnet nun einen Wert von 
ô so, daß auch bei der letzten Extraktion die extrahierte Menge, 
0,09 g, 46°/ der ganzen jetzt vorhandenen Menge, 0,09 + 6, 
beträgt. Als Wert von ô wird 0,11 gefunden, woraus c = 1,61 g 
berechnet wird. Wird dieser Wert zur Berechnung der Pro- 
zentzahl der ersten Extraktion verwendet, so ergibt sich dieselbe 
zu 43°/,, woraus sich ô als 0,12 g berechnet. Eine neue Um- 
rechnung gibt dieselben Werte. Als wahrscheinlichster Wert 
von c wird also 1,62 g angenommen. In der Tabelle wird 
unter JR angegeben, wie viele Prozente der beim Beginn jeder 
Extraktion vorhandenen Menge extrahiert werden. Am unteren 
Ende der Kolonne findet man, wie viele Prozente der ganzen 
berechneten Menge die Summe der extrahierten Mengen 
beträgt. | 

Das Resultat eines mit demselben Harn ausgeführten ganz 
ähnlichen Versuches wird in der Tabelle II gezeigt. Die 
Tabelle III gibt das Verhältnis eines anderen Harns wieder, 
‚wobei jedoch das extrahierte Volumen größer war, indem das 
ganze Filtrat von 200 ccm Harn und 100 g Ammoniumsulfat, 
mit 25 ccm Schwefelsäure angesäuert, verarbeitet wurde. 

Eine Zusammenstellung der Prozentzahlen wird in der 
Tabelle IV gegeben. In der letzten Kolonne sind die Medien 
der drei verschiedenen Versuche angeführt. 
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Tabelle II. 
Ordnungszahl | Jo nz 
der x g ala 
Extraktionen 
1 0,74 46 
2 0,38 44 
3 0,24 50 
4 0,13 54 
5 0,05 45 
1,54 96 
Tabelle III. 
Ordnungszahl E 
der a g r 
Extraktionen 








| 90 
Tabelle IV. 
Ordnungszahl | | 
der I JI III Medien 
Extraktionen 





Die Konstanz der Prozentzahlen jeder Serie ist so gut, 
wie man nur erwarten konnte, denn die relative Genauigkeit 
wird während des Fortganges des Versuchs vermindert, weil die 
abgelesenen Drehungswinkel immer kleiner werden, und über- 
dies beeinflußt ein Fehler einer Bestimmung die Summe und 
somit auch die Prozentzahlen der ganzen Serie. Daß die Medien 
eine beinahe vollständige Konstanz zeigen, trotzdem nur drei 
Versuche ausgeführt sind, ist nur als eine Zufälligkeit anzu- 
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sehen, und deshalb darf ein zu großes Gewicht darauf nicht 
gelegt werden. 

Es lassen sich doch einige Schlußfolgerungen aus den ge- 
fundenen Resultaten ziehen. Der Teilungskoeffizient der aktiven 
ß-Oxybuttersäure zwischen Essigester und konzentrierter Am- 
moniumsulfatlösung beträgt nur 0,7 bis 0,8, ist also bedeutend 
kleiner als für inaktive Säure. In Übereinstimmung hiermit 
werden durch fünfmaliges Ausschütteln mit dem gleichen Volu- 
men Essigester etwa 93°/, der vorhandenen Menge extrahiert. 

Aber auch eine andere Frage, nämlich die, ob nur ß-Oxy- 
buttersäure oder auch andere optisch aktive Substanzen extra- 
hiert werden, läßt sich mit einiger Wahrscheinlichkeit dahin 
beantworten, daß keine anderen Stoffe in solcher Menge, daß 
sie die gewonnenen Resultate störend beeinflussen, extrahiert 
werden. Es ist nämlich sehr unwahrscheinlich, daß diese Stoffe 
denselben Teilungskoeffizient zwischen den beiden Flüssigkeiten 
besitzen wie ß-Oxybuttersäure. Und nur wenn dies der Fall 
ist, werden sie nicht wahrgenommen. Denn wäre der Teilungs- 
koeffizient ein anderer, würden diese Stoffe, in nicht zu ge- 
ringer Menge vorhanden, einen „Gang“ in den angeführten 
Prozentzahlen bewirken. 

Einen mehr direkten Beweis dafür, daß keine anderen 
optisch aktiven Stoffe extrahiert werden, liefert der folgende 
Versuch. 200 ccm ammoniumsulfathaltiger Harn wird fünfmal 
mit dem gleichen Volumen Essigester extrahiert. Der Essigester 
wird im Wasserbade abdestilliert.e Der Rückstand, in 25 ccm 
Wasser gelöst und mit Tierkohle entfärbt, zeigt im 2-dm- 
Rohr die Drehung œ = —1,98°. 15 cem dieser Lösung, ent- 
sprechend 0,616 g f-Oxybuttersäure, werden mit Natronlauge 
neutralisiert und mit Wasser bis zu 20 ccm versetzt. Drehung 
im 2-dm-Rohr «œ = — 1,06°. 0,616 g B-Oxybuttersäure geben 
0,746 g ß-oxybuttersaures Natron. Hieraus wird das spezifische 
Drehungsvermögen des Natriumsalzes zu 14,21° berechnet, in 
der Literatur wird 14,35° angegeben'). 





1) In diesem Zusammenhang mag ein anderer Versuch erwähnt 
werden. 10 ccm einer auf die oben angegebene Weise dargestellten 
Lösung der freien Säure wurden mit 20°/,iger Schwefelsäure bis zu 
20 ccm versetzt. Die erste Lösung zeigte im 2-dm-Rohr die Drehung 
a = —1,31°, die zweite a — —(0,68°, also mit genügender Genauigkeit 
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Traubenzucker speziell betreffend zeigt ein direkter Ver- 
euch, daß davon merkbare Mengen nicht extrahiert werden. 
Da überdies das Extrakt von normalem Harn praktisch ge- 
nommen kein Drehungsvermögen besitzt, so ist hiermit der 
Beweis geliefert, daß die gefundene Drehung nur von der 
ß-Oxybuttersäure herrührt. 


Beschreibung der endgültigen Methode. 


200 ccm Harn werden mit 100g Ammoniumsulfat und 
25 ccm 20°/ iger Schwefelsäure versetzt und nach erfolgter 
Lösung filtriert. Das Volumen, etwa 275 ccm, wird gemessen. 
Die Lösung wird in einen Scheidetrichter, der etwa 600 ccm 
faßt, übertragen, mit demselben Volumen Essigester geschüttelt 
und dann in Ruhe gelassen. Nach erfolgter Klärung wird die 
untere Schicht, die Wasserphase, abgelassen, und der Essigester 
in einen andern Scheidetrichter verbracht und mit etwa 25 ccm 
30°/ iger Sodalösung geschüttelt. Das Gleichgewicht zwischen 
Essigester und Harn stellt sich schnell ein. Gutes Durch- 
schütteln während einer halben bis einer ganzen Minute genügt. 
Dasselbe gilt für das Schütteln mit Sodalösung. Nachdem sich 
die Schichten getrennt haben, wird die Sodalösung so vollständig 
wie möglich abgelassen und in eine Mensur von 50 ccm Volumen 
aufgenommen. Der Essigester wird in den ersten Scheide- 
trichter zurückgebracht, wieder mit dem Harn geschüttelt und 
die ganze Prozedur unter Anwendung derselben Sodalösung 
wiederholt. Nach 5 Extraktionen sind 90 bis 95°/, der B-Oxy- 
buttersäure in die Sodalösung übergeführt. Die Sodalösung wird 
in der Mensur vorsichtig mit kleinen Mengen 20°/ iger Schwefel- 
säure versetzt. Nachdem die Kohlensäureentwicklung aufgehört 
hat, wird mit Schwefelsäure bis zu 50 cem gefüllt. Die Flüssig- 
keit wird durch Schütteln homogen gemacht und das Drehungs- 
vermögen gemessen. Wenn die Lösung zu stark gefärbt ist, 
wird mit wenig Tierkohle entfärbt. Doch sollte dies womög- 
lich vermieden werden, denn dadurch werden immer Verluste 
von etwa 5°/, verursacht!). 

Wenn man andere Methoden zur Bestimmung der ß-Oxy- 


die Hälfte. Dies zeigt, daß das Drehungsvermögen der Säure durch 
überschüssige Schwefelsäure nicht beeinflußt wird. 
1) Der Essigester ist ohne weiteres zur nächsten Extraktion bereit. 
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buttersäure als die polarimetrische benutzt, nimmt man besser 
ein größeres Volumen Sodalösung, etwa 100ccm 5°/ iger Lösung. 

Für klinische Zwecke, wo es besonders auf die Schnellig- 
keit der Methode ankommt, wird ein großer Zeitgewinn da- 
durch erzielt, daß der Harn nur einmal mit demselben Volumen 
Essigester geschüttelt wird. Der Essigester wird, wie oben an- 
gegeben, mit Sodalösung behandelt, doch verwendet man zweck- 
mäßigerweise nur 10 bis 15 ccm und versetzt mit Schwefel- 
säure bis zu 25 ccm, und das Drehungsvermögen wird gemessen. 
Wie aus der Tabelle IV hervorgeht, wird bei der ersten Extrak- 
tion durchschnittlich 42°/, der ganzen Menge extrahiert. Eine 
genauere Bestimmung wurde folgendermaßen ausgeführt. Eine 
Lösung von aus Harn extrahierter Oxybuttersäure zeigte im 
2-dm-Rohr «œ = —1,04°. Hiervon werden 100’ccm, die also 
2,16 g enthalten, mit 100 ccm Wasser versetzt und nach Zusatz 
von Ammoniumsulfat und Schwefelsäure wie oben einmal 
extrahiert. Die extrahierte Säure, deren Volumen 25 ccm be. 
trug, zeigte im 2-dm-Rohr « = —1,75°, was einer Menge von 
0,91 g, d.h. 42°/, entspricht. Ein zweiter ganz ähnlicher Ver- 
such ergab œ = —1,78° und 0,93, d.h. 43°/,. Eine andere 
Lösung, die im 2-dm-Rohr eine Drehung «œ — —0,89° zeigte 
und folglich in 100 ccm 1,84 enthielt, gab nach derselben Me- 
thode a = —1,44° und 0,75 g, d.h. 41°/),. Im Durchschnitt 
werden also 42°/, extrahiert, was auch aus der Tabelle IV 
hervorgeht. Dies ist eine wertvolle Bestätigung der in den 
Tabellen I bis IV angeführten Versuchsresultaten. 

Diese verkürzte Methode, deren Genauigkeit wahrschein- 
lich ebenso groß ist wie die jeder anderen Extraktionsmethode, 
gibt also 42°/, der vorhandenen Menge. Um die ganze Menge 
zu berechnen, muß also die gefundene Zahl mit einem Faktor 
k= a — 2,38 oder rund 2,4 multipliziert werden. 

In der Tabelle V werden die Resultate einiger teils mit 
einer, teils mit 5 Extraktionen gemachten Bestimmungen 
angeführt. Die Bezeichnungen sind dieselben wie in der 
Tabelle I, ferner bedeutet G die ganze vorhandene Menge 
ß-Oxybuttersäure, berechnet aus der gefundenen Menge unter 
der Annahme, daß bei einer Extraktion 42°/„ bei fünf 93°/, 
extrahiert werden. 
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Tabelle V. 
Volumen |© x Tages- 
Ver- | Teges- des |? F 5) menge der 
menge m &:58]| v a G 
such Aa amni extrahier- aus ß-Oxybut- 
ten Harnsıs A * tersäure 


Einige Versuche, wo die 8-Oxybuttersäure durch einmalige 
Extraktion teils im Harn, teils in Gemischen von Harn und 
Wasser bestimmt wurde, gaben, wie die Tabelle VI zeigt, sehr 


gute Werte. 
Tabelle VI. 









Menge 


Harn | Wasser 








Zuletzt mögen einige Versuche mit normalem Harn er- 
wähnt werden. Die Resultate sind in der Tabelle VII zusam- 
mengestellt. 


Tabelle VII. 





Die hier angegebene Methode, die in kurzer Zeit genügend 
genaue Werte liefert, ermöglicht es, an einer größeren Zahl 
Diabetici tägliche Bestimmungen der ß-Oxybuttersäure auszu- 
führen. Solche Bestimmungen, wodurch man dem Verlauf der 
diabetischen Acidose folgen kann, sind schon unternommen. 


Bemerkungen zu K. A. Hasselbalch: 


Die „reduzierte“ und die „regulierte* Wasserstoffzahl 
des Blutes'). 


Von 


Otto Porges (Wien). 
(Eingegangen am 23. Juli 1916.) 


In den letzten Jahren hat unsere Kenntnis der aktuellen 
Reaktion des Blutes eine wesentliche Erweiterung und Ver- 
tiefung erfahren. Nachdem durch Winterstein sowie Porges 
und Markovici die Theorie aufgestellt war, daß die Atmung 
durch die Acidität, die H-Ionenkonzentration des Blutes reguliert 
wird, entwickelten letztere Autoren die durch klinische Beob- 
achtungen gestützte Anschauung, daß umgekehrt die Atmung 
wieder die Blutacidität reguliert, indem sie durch Ausscheidung 
von Kohlensäure eine normale Reaktion herstellt?). Diese beiden 
Theorien, die von Hasselbalch als Neutralitätstheorie, von 
Winterstein alsReaktionstheorie der Atmung bezeichnet werden, 
sind von Hasselbalch durch zahlreiche, exakt angelegte Ver- 
suche geprüft und bestätigt worden. Wir werden daher selbst 
bei hochgradigen Veränderungen des Gehaltes des Blutes an 
fixen Säuren oder Alkalien nur geringfügige Veränderungen 
seiner aktuellen Reaktion erwarten, da solche Veränderungen 
durch das wechselnde Niveau der Kohlensäurespannung kom- 
pensiert werden. Immerhin wird man bei acidotischen Zuständen 
erwarten, daß das Blut saurer ist als in der Norm, denn sonst 


1) Diese Zeitschr. 74, 56, 1916. 

2) Diese zweite Theorie, obwohl gewissermaßen eine Umkehrung der 
erstangeführten, ist keine Selbstverständlichkeit, wie dies Hasselbalch 
darstellt, denn sonst wären Hasselbalchs schöne Versuche, die ihr als 
Stütze dienen, überflüssig. 
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könnte ja das Atemzentrum nicht auf die Dauer in erhöhtem 
Erregungszustand, die Atmung bei erhöhter Tätigkeit, die 
Kohlensäurespannung auf einem herabgesetzten Niveau er- 
halten werden. 


Nun führt Hasselbalch?!) in einer jüngst in dieser Zeit- 
schrift erschienenen Publikation vier Beobachtungen an, die 
dieser Forderung scheinbar widersprechen: In zwei vonBarcroft?) 
beobachteten Fällen von diabetischer Acidosis, sowie zwei von 
Hasselbalch und Gammeltoft?) untersuchten Fällen von 
Schwangerschaftsacidosis war die Reaktion des Blutes scheinbar 
alkalischer als normal, die Vermehrung von fixen sauren Valenzen 
hatte scheinbar zu einer Überkompensation durch die Atmung 
geführt und das Niveau der Kohlensäurespannung so weit herab- 
gesetzt, daß gegenüber der Norm alkalische Reaktion erzeugt 
wurde, „die Acidose hatte die Acidität herabgesetzt“. Hassel- 
balch schienen diese Beobachtungen unsere bisherige Auf- 
fassung des Wesens der Acidose ad absurdum zu führen. Hierzu 
kommt nach Hasselbalch ein zweites Bedenken gegen den 
bisherigen Begriff einer Acidose. Hasselbalch hatte nach- 
gewiesen, daß die Höhenklimaacidose nicht durch vermehrte 
Bildung von Säuren, sondern durch herabgesetzte Ammoniak- 
erzeugung hervorgerufen ist, daB es sich hier also eigentlich 
um eine Acidose durch Basendefizit handelt. Er nennt diesen 
Ausdruck einen Selbstwiderspruch. 


Hasselbalch glaubt diese Schwierigkeiten zu umgehen, 
wenn die Bezeichnung Acidose im bisherigen Sinne fallen ge- 
lassen und nur für Zustände von diabetischer (Naunynscher) 
Acidose und andere durch Vermehrung von organischen Säuren 
erzeugte Acidosen reserviert wird. Für die Bezeichnung des 
Säure-Basengleichgewichtes im Blute schlägt er nach Michaelis 
den Ausdruck Wasserstoffzahl*) vor und unterscheidet eine „re- 
duzierte Wasserstoffzahl“, d. i. H-Ionenkonzentration bei einer 
CO,-Spannung von 40 mm, und eine „regulierte Wasser- 


1) Diese Zeitschr. 74, 56, 1916. 

2) The respiratory function of the blood, Cambridge 1914,S.227, zitiert 
nach Hasselbalch I. c. 

®) Diese Zeitschr. 68, 206, 1915. 

t+) Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration S. 4. 
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stoffzahl“, d. i. eine H-Ionenkonzentration bei alveolarer CO,- 
Spannung. 

Uns erscheint die vorgeschlagene Umstempelung des Be- 
griffes Acidose nicht glücklich und die Bedenken gegen die 
bisherigen Vorstellungen und Benennungen nicht stichhaltig. 
Zudem läßt sich gegen Hasselbalchs Vorschlag derselbe Ein- 
wand erheben, den er gegen die bisherige Bezeichnungsweise 
geltend macht. Denn schränkt man mit Hasselbalch die 
Bezeichnung Acidose auf die Naunynsche Acidose ein, dann 
muß man bezüglich der von Hasselbalch angeführten Barcroft- 
schen Fälle sagen, „die Naunynsche Acidose hat die Acidität 
herabgesetzt“, was ja Hasselbalch als Selbstwiderspruch emp- 
findet. Und sollte die spätere Forschung ergeben, daß die 
Schwangerschaftsacidose durch Vermehrung organischer Säuren 
im Blute hervorgerufen ist, dann wird dieser Zustand auch 
nach der neuen Hasselbalchschen Nomenklatur Schwanger- 
schaftsacidose heißen, und man wird für die zwei von Hassel- 
balch beobachteten Fälle weiterhin die widerspruchsvolle Be- 
hauptung aufstellen müssen: Die Acidose hat die Acidität herab- 
gesetzt. Man wird auch in weiterer Verfolgung des Hassel- 
balchschen Vorschlages die Gicht als eine Acidose bezeichnen 
müssen, da sie mit einer Vermehrung einer organischen Säure, 
der Harnsäure, im Blute einhergeht. 

Aber bedenklicher als der Einwand gegen die bisherige 
Terminologie ist die Anfechtung des oben angeführten Gesetzes 
der Reaktionsregulation. 

Hasselbalch führt nämlich die oben erwähnte paradoxe 
Beobachtung von 4 Fällen von Acidose, bei denen das Blut 
alkalischer gefunden wurde als in der Norm, auf eine erhöhte 
Erregbarkeit des Atemzentrums zurück. Nimmt man die Wirk- 
samkeit einer veränderten Erregbarkeit des Atemzentrums an, 
dann ist die Regulation der Blutreaktion durch die Atmung 
durchbrochen, dann kann eine auf unbekannte Art geregelte 
Empfindlichkeit des Atemzentrums das Blut unabhängig von 
der im Augenblick bestehenden Acidität saurer oder alkalischer 
machen, dann ist die Theorie der Neutralitätsregulation durch 
die Atmung widerlegt. So unwahrscheinlich es ist, daß einzelne 
Fälle von einem Gesetze abweichen, das durch viele andere 
desselben Zustandes (Diabetes und Graviditätsacidose) bestätigt 

16* 
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wird, so müssen wir in Anbetracht der Bedeutung des Gegen- 
standes untersuchen, ob denn der abnorme Befund jeder Kritik 
standhält. 

Zunächst kann Hasselbalch bisher keinen Beweis für das 
Bestehen einer abnormen Atemerregbarkeit erbringen, denn die 
von ihm und Lindhard!) bei dem einen von den Fällen aus- 
geführte Prüfung der Atemerregbarkeit ist nicht beweiskräftig, 
da das angewandte Lindhardsche Verfahren, wie wir?) gezeigt 
haben, auf unrichtigen Voraussetzungen beruht. Man könnte zur 
Erklärung des paradoxen Befundes ebensogut annehmen, daß ein 
abnormer Atemreiz wirksam war, der trotz herabgesetzter Blut- 
acidität die Atmung auf die Dauer vermehrt und die Kohlen- 
säurespannung herabgesetzt hatte. 

Aber abgesehen von der Deutung erscheint die Beobachtung 
selbst anfechtbar, denn sie gründet sich auf eine fehlerhafte 
Methode, die von Barcroft sowie Hasselbalch benutzte Be- 
stimmung der alveolaren CO,-Spannung. Die CO,-Spannung 
ist mittels der Haldaneschen Methode bestimmt oder aus der 
Exspirationsluft unter Berücksichtigung des „schädlichen Raumes“ 
berechnet worden. Beide Bestimmungsmethoden beziehen sich 
auf die sogenannte offene Alveolarluft, d. h. bei freier Kom- 
munikation der Lungenluft mit der Außenluft. Bekannter- 
maßen schwankt die Zusammensetzung der offenen Alveolarluft 
zwischen zwei extremen Werten, sie hat ihren höchsten CO,- 
Gehalt am Ende des Exspiriums, ihren niedrigsten am Ende 
des Inspiriums. Ergeben sich speziell für das Haldanesche 
Verfahren Unsicherheiten aus der Schwierigkeit, bei ungeübten 
Individuen Luftproben genau am Ende eines normalen Inspi- 
riums oder Exspiriums zu erhalten?), so ist nach Hasselbalch 
und Gammeltoft‘) auch die Bestimmung durch Berechnung 
aus der Exspirationsluft unter Umständen unsicher, weil bei 
geringer Atemtiefe ein kleiner Fehler in der Schätzung des 
schädlichen Raumes große Differenzen der CO,-Spannung ver- 
ursacht. Nicht einmal Vergleichswerte bei demselben Indivi- 


') Skandin. Arch. f. Physiol. 27, 1, 1912. 

3) Porges, diese Zeitschr. 54, 182, 1913. 

`) Vgl. auch Krogh u. Lindhard, Journ. of Physiol. 47, 1914. 
t) Diese Zeitschr. 68, 227, 1915. 
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duum sind einwandfrei, wenn die Atemtiefe bei verschiedenen 
Untersuchungen wechselt. Aber selbst wenn es gelingt, diese 
Schwierigkeiten zu überwinden, so ist ein anderer Fehler, der 
wohl die abnormen Befunde zu erklären vermag, unvermeidlich: 
Zwischen Inspirationsluft und Alveolenluft findet kein voll- 
ständiger Gasaustausch statt, je größer die Ventilation, um so 
unvollständiger ist die Mischung zwischen Inspirationsluft und 
Alveolarluft. Bei verstärkter Ventilation findet die Haldane- 
sche Methode für die CO,-Spannung zu niedrige Werte, weil die 
nach Haldane gewonnene Alveolarluft im Vergleich zur Norm 
mehr Inspirationsluft enthält!). Auch die Berechnung der CO,- 
Spannung aus der Zusammensetzung der Exspirationsluft gibt 
bei Überventilation zu niedrige Werte, wenn man, wie dies 
Hasselbalch und Gammeltoft tun, den „schädlichen Raum“ 
unter normaler Atmung in Rechnung stellt, denn nach Siebeck 
ist der „physiologische schädliche Raum“ zum Unterschied vom 
„anatomischen“ von der Atemform und Atemgröße abhängig. 
Wird aber die alveolare CO,-Spannung zu niedrig angesetzt, go 
gibt die Bestimmung der H-Ionenkonzentration bei alveolarer 
CO,-Tension zu niedrige Werte, das Blut wird alkalischer ge- 
funden, als es wirklich ist. Die oben angeführten Beobach- 
tungen von Barcroft sowie Hasselbalch beziehen sich auf 
Fälle mit acidotischer Atmung, mit vermehrter Ventilation, 
daher ist das Blut zweifellos alkalischer gefunden worden, als 
es wirklich war, und die Acidität war in Wirklichkeit vielleicht 
gar erhöht und nicht herabgesetzt. 

Noch ein anderer Befund Hasselbalchs muß durch die- 
selbe Argumentation eine Richtigstellung erfahren. Hassel- 
balch findet, daß bei acidotischen Zuständen die Atmung die 
Acidose vollständig kompensiert, so daß bei alveolarer CO,- 
Spannung die H-Ionenkonzentration normal wird. Bedenken 
wir aber, daß auch hier die CO,-Spannung zu niedrig bestimmt 
ist, so wird die „regulierte Wasserstoffzahl* in Wirklichkeit 
größer sein als in der Norm, es wird de facto eine Acidose 
mit erhöhter Blutacidität bestehen. Für die Richtigkeit unserer 
Annahme spricht schon die Tatsache, daß bei acidotischen Zu- 
ständen dauernd vermehrte Atmung besteht, daher ein dauernd 


Y) Siebeck, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 10%, 252, 1912. 
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vermehrter Atemreiz (abnorm saures Blut) angenommen werden 
muß. Übrigens haben Leimdörfer, Novak und Porges!) 
mittels der Pleschschen Methode, die nicht die Fehlerquellen 
der Haldaneschen Methode hat, bei der Gravidität eine Herab- 
setzung der CO,-Spannung um nur 4 mm gefunden, während 
sie nach Hasselbalch und Gammeltoft mit der Haldane- 
schen Methode 8 mm beträgt. 

Wir kommen somit zu dem Ergebnis, daß acidotische Zu- 
stände eine erhöhte Blutacidität zeigen, daß wir nach wie vor 
dem Begriffe der Acidose eine Säuerung des Blutes unterlegen 
dürfen. 

Viel leichter erledigt sich Hasselbalchs Bedenken, eine 
durch Basendefizit verursachte Veränderung Acidose zu nennen. 
Schon vor Hasselbalchs interessanter Untersuchung über die 
Höhenklimaacidose kannten die Pädiater einen analogen Zu- 
stand, den sie Alkalipenie nannten. Bei gewissen Ernährungs- 
störungen der Säuglinge gehen dem Organismus große Mengen 
von Alkalien an Fettsäuren gebunden mit den Faeces verloren, 
es entwickelt sich ein acidoseartiges Krankheitsbild. Die Pädiater 
haben diesen Zustand als acidotischen erkannt, bevor noch die 
Entstehungsursache klargestellt war. Der Begriff Acidose be- 
zeichnet eben in der Klinik einen gewissen Symptomenkomplex, 
der durch abnorme Säuerung des Blutes hervorgerufen wird, 
gleichgültig, wie diese Säuerung entstanden ist. Das Kardinal- 
symptom dieser Erscheinungen, die Säureatmung, ist, wie wir 
jetzt wissen, eine regulatorische Vorrichtung, ein Entgiftungs- 
vorgang, der allemal bei vermehrter H-Ionenkonzentration des 
Blutes ausgelöst wird, ob nun dieselbe durch abnorme Bildung, 
durch abnorme Retention von Säuren oder durch Basendefizit 
hervorgerufen wird. Übrigens hat auch eine Acidose durch 
vermehrte Säureproduktion ein Basendefizit infolge sekundär 
vermehrter Ausfuhr von Alkalien zur Folge. 

~ In diesem Zusammenhang muß schließlich noch ein anders- 
artiger Einwand Hasselbalchs gegen die Reaktionstheorie 
der Atmung erörtert werden. Hasselbalch?) folgert im An- 
schluß an seine Untersuchungen über die Ammoniakproduktion 


1) Zeitschr. f. klin. Med. 75, 301, 1912. 
2) Diese Zeitschr. 74, 18, 1916. 
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bei acidotischen Zuständen, daß die erste Schranke gegen die 
drohende Demineralisation bei übermäßiger Säureanhäufung 
von der auf das „feinste regulierten Ammoniakproduktion“ ge- 
setzt wird. Die Regulation durch die Atmung wäre nach seiner 
Anschauung erst eine sekundäre Erscheinung, wenn bereits eine 
Natriumverarmung des Blutes erfolgt ist. In Verfolgung dieser 
Anschauung müßte man erwarten, daß die NH,-Produktion mit 
der Säureproduktion parallel geht, daß also bei Muskelarbeit, 
bei der die CO,-Bildung auf ein Vielfaches der Norm ansteigt, 
das Ammoniak entsprechend zunimmt. Tatsächlich aber sehen 
wir bei mäßiger Muskelarbeit in Hasselbalchs eigenen Ver- 
suchen gar keine Veränderung der NH,-Produktion. Die beste 
Widerlegung dieser Anschauung aber bilden Hasselbalchs 
eigene Versuche über die Höhenklimaacidose: Bei vermindertem 
Luftdruck besteht trotz vermehrter H-Ionenkonzentration eine 
verminderte NH,-Bildung, dieselbe ist hier direkt die Ursache 
der Acidose. Obwohl hier die Acidose eine Demineralisation 
des Organismus bewirkt, so wird einer solchen durch die „auf 
das feinste regulierte NH,-Produktion keine Schranke“ gesetzt, 
im Gegenteil, die eingeschränkte Ammoniakproduktion verur- 
sacht die Demineralisatione Demnach gehorcht hier die Am- 
moniakbildung nicht der Blutacidität, sondern einer andern 
Regulationsvorrichtung. Und wenn Münzers!) Versuche bei 
Salzsäurezufuhr per os zwar eine erhöhte NH,-Produktion, aber 
keine Reaktion der Atmung (herabgesetzte CO,-Spannung) er- 
zeugt hatten, so müßte erst, vorausgesetzt, daß sie sich be- 
stätigen, erwiesen werden, daß die zugeführte Salzsäuremenge 
bereits eine Erhöhung der H-Ionenkonzentration des Blutes 
herbeigeführt hatte. Denn es wäre denkbar, daß eine per os 
zugeführte Säure bei der Passage durch die Leber durch NH, 
vollständig neutralisiert wird und deshalb nicht mehr als Säure 
in das zirkulierende Blut gelangt. 

Wenn wir daher unsere Darlegungen zusammenfassen, so 
kommen wir zu dem Ergebnis, daß es bisher keine Tat- 
sache gibt, die der Reaktionstheorie der Atmung 
widerstreitet.e Wir können behaupten, daß die ak- 
tuelle Reaktion des Blutes, abgesehen von der Puffer- 


1) Begun, Herrmann u. Münzer, diese Zeitschr. 71, 255, 1915. 
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wirkung der Blutalkalien und Blutkolloide in erster 
Linie durch die Atmung reguliert wird. Die Säure- 
ausscheidung durch die Niere ergänzt diese Regula- 
tion, ohne daß sie der H-Ionenkonzentration des 
Blutes parallel laufen würde‘), Die NH,-Produktion 
unterstützt ebenfalls in der Regel die Beseitigung von 
Säuren, doch kann sie im Dienste eines andersartigen 
Mechanismus der Reaktionsregulation auch entgegen 
arbeiten. Einen Zustand vermehrter H-Ionenkonzen- 
tration des Blutes können wir auch weiterhin als 
Acidose bezeichnen. Er erzeugt eine Überventilation, 
eine herabgesetzte CO,-Spannung, so daß wir schließen 
können: Eine herabgesetzte CO,-Spannung beweist eine 
Acidose, eine vermehrte H-Ionenkonzentration des 
Blutes, und geht mit einer erhöhten „regulierten“ und 
„reduzierten“ Wasserstoffzahl des Blutes einher. 


1) Nach Hasselbalch und Gammeltoft wird in der Gravidität 
trotz sauren Blutes ein weniger saurer Harn ausgeschieden als nach der 
Geburt. 


Über das Fibrin und seine Beziehung zu einigen Fragen 
der Biologie und Kolloidchemie. 


(Mit besonderer Berücksichtigung des Blutgerinnungsproblems.) 


Von 


E. Hekma. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universität Groningen.) 


(Bingegangen am 26. Juli 1916.) 


X. 


Über die zweierlei Fibrinsole in ihrer Beziehung zu der Lehre 
von den kolloiden Lösungen. 


Es hat sich herausgestellt, daß das Fibrin im „aus- 
geschiedenen“, d. h. also im „entquollenen“ Zustande, wie es sich 
z. B. in der Fibrinfasermasse vorfindet, mit reinem Wasser allein 
nicht oder kaum zu reagieren vermag. Im Gegenteil, die Mit- 
wirkung eines Elektrolyten (es seien als solche hier nur Alkali 
und Säure gemeint) ist notwendige Vorbedingung, damit dieser 
Eiweißkörper mit Wasser dermaßen in Wechselwirkung zu treten 
vermag, daß ein erheblicher Hydratations- bzw. Quellungszustand 
erreicht werden kann, bzw. daß ein optisch leeres Sol gebildet 
werde. Es sei in dieser Beziehung daran erinnert, daß von 
Thomas Graham in seiner, die Lehre von der Physico-Chemie 
der Kolloide begründenden Abhandlung?!) schon die Aufmerk- 
samkeit darauf gelenkt worden ist, „daß gewisse Kolloid- 
substanzen (Fibrin, Albumin, tierische Membran) durch die Be- 
rührung mit verdünnten Säuren und alkalischen Agenzien das 
Vermögen erhalten, sich mit einer größeren Menge Wasser zu 





ı) Th. Graham, Liquid Diffusion applied to Analysis. Philosoph. 
Transactions of the Roy. Soc. of London. 151, Part I, 183, 1861. — 
Wörtliche Übersetzung: Liebigs Ann. 121, 1, 1862. 
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verbinden und höhere gallertige Hydrate zu bilden“!). Es hat 
sich nun ja bei meinen Untersuchungen ergeben, daß bei dieser 
„Hydratation“ die wasserfeuchte und getrocknete Fibrinfaser- 
masse unter Elektrolyteneinfluß nicht nur in einen erheblichen 
sichtbaren Quellungszustand (Gallertzustand) versetzt werden 
kann, sondern daß dieser Vorgang unter Umständen so weit 
fortechreitet, daß cin optisch leeres Sol gebildet wird, in dem 
die Fibrinelementarteilchen sich in einem gequollenen Zustande 
vorfinden. 

Ob es dabei zur Bildung eines Sols kommt, ist, wie sich 
herausgestellt hat, abhängig von der Menge des in dem Wasser 
vorhandenen Elektrolyten. Falls die wasserfeuchte oder die 
lufttrockene Fibrinfasermasse in solches Wasser übertragen wird, 
das nur eine geringe Spur eines Elektrolyten (Alkali, Säure) ent- 
hält, so wird die Fibrinmasse bloß in einen sichtbaren Quellungs- 
zustand versetzt: sie behält ihren Zusammenhang bei, wird nur 
„gallertartig“. Wird die Fibrinmasse äußerst fein in Wasser 
suspendiert, während dann eine Spur einer Elektrolytenlösung 
(Alkali, Säure) hinzugesetzt wird, so quellen die einzelnen sus- 
pendierten Teilchen auf, indem sie dabei, zufolge ihrer Klebrig- 
keit, sich zu Aggregaten zusammenballen und unter Umständen 
eine zusammenhängende Gallerte bilden. Weil die suspendierten 
Teilchen, ihrer Vorgeschichte gemäß, aus Fibriamikronen, und 
somit die entsprechenden gequollenen Teilchen aus gequollenen 
Fibriamikronen (Elementarteilchen) zusammengesetzt sind, so 
müssen auch die gallertigen Aggregate, bzw. muß die genannte 
Gallerte im Grunde aus gequollenen amikroskopischen Fibrin- 
elementarteilchen zueammengesetzt sein. Es kann einer solchen 
Aggregat- bzw. Gallertmasse dementsprechend gewissermaßen 
„globulitisch-wabige* Struktur im Sinne O. Bütschlis?) zu- 
gesprochen werden, was jedoch so zu verstehen ist, daß die 


1) Es sei in diesem Zusammenhang auch auf die Arbeiten M. H. 
Fischers und seiner Schüler betrefis der Hydratation des Fibrins unter 
dem Einfluß von Elektrolyten hingewiesen: M. H. Fischer, Das Ödem. 
Deutsch von K. Schorl und W. Ostwald, Dresden 1910; Die Nepbhritis. 
Deutsch von H. Handovsky und W. Ostwald, Dresden 1912, Th. 
Steinkopff. 

2) O. Bütschli, Untersuchungen über Strukturen. Leipzig 1898, 
W. Engelmann. 
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einzelnen „Globuliten“ bzw. die „Wabenzellen“ dabei durch Elek- 
trolyteneinfluß wassergequollene amikroskopische Fibrinelemen- 
tarteilchen darstellen. 

Wird jedoch der Elektrolytengehalt des Wassers etwas höher 
genommen, so schreitet, wie früher ausführlich auseinandergesetzt 
worden ist!), die Hydratation, bzw. die Quellung des Fibrins 
so weit fort, daß die Masse (gemeint ist hier die ganze, 
nicht zerteilte Fibrinfassermasse) schließlich ihren Zusammen- 
hang verliert, indem der Quellungs- und Dispersitätsgrad so 
groB geworden sind, daß ein optisch leeres Sol entstanden ist. 
Es sind die Fibrinelementarteilchen in den optisch leeren Solen 
weder in gewöhnlicher molekularer Lösung (nach Art eines 
krystalloiden Körpers), noch im suspendierten festen Zustande. 
sondern in einem gequollenen, mit einem Elektrolyten und Wasser 
geladenen, flüssigen Zustande enthalten. Es trifft bei den 
optisch leeren Fibrinsolen also die Anschauung J.M. van Bem- 
melens°) zu, „daß die Kolloidteilchen in ihren Lösungen nicht 
in gewöhnlicher Lösung sind, sondern besonders flüssige Ge- 
bilde von Molekülen oder Molekularkomplexen darstellen, die 
den Gesetzen der in krystalloiden Lösungen sich befindenden 
Moleküle nicht gehorchen“. 

Die Auffassung C. von Nägelis?) betreffs der Natur der 
kolloiden Lösungen trifft dagegen nicht zu bei den optisch 
leeren Fibrinsolen. Denn von von Nägeli ist ja bekanntlich 
die Auffassung vertreten worden, daß die kleinsten Teilchen 
organischer Substanzen (wie Albuminate‘), Inulin, Amylodextrin), 
die „Micelle“ des Autors also, „winzige, weit jenseits des 
mikroskopisch Sichtbaren liegende Krystalle“ darstellen sollten, 
daß somit in den von Nägelischen „Micellarlösungen* die 
kleinsten Teilchen jener Substanzen im festen, wirklich krystal- 
lischen Zustande enthalten seien. Es handelt sich dabei um 
eine Anschauung, die nicht nur mit der „Suspensionstheorie“ 


1) Diese Zeitschr. 78, 428, 1916; 74, 63, 219, 1916. 

3) Die Absorption. Gesammelte Abhandlungen über Kolloide und 
Absorption von J. M. van Bemmelen. Mit Unterstützung des Ver- 
fassers neu herausgegeben von W. Ostwald. Dresden 1910, Th. Steinkopfl. 

3) C. von Nägeli, Theorie der Gärung. München 1879, R. Olden- 
bourgs Veriag. 

4) Womit von von Nägeli wohl Eiweißkörper gemeint sein mögen. 
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der kolloiden Lösungen, sondern zugleich mit der „Krystallini- 
tätstheorie* P. P. von Weimarns!) Berührungspunkte auf- 
weist?), während dasselbe von der Anschauung van Bem- 
melens in Hinsicht auf die „Emulsionstheorie“ gesagt werden 
könnte. 

Nun liegt jedoch bei dem Fibrin der eigentümliche Fall 
vor, daß dieser Eiweißkörper auch solche Pseudolösungen bilden 
kann, die der von Nägelischen Anschauung betreffs der Natur 
der kolloiden Lösungen insoweit entsprechen, als die Fibrin- 
teilchen darin in. einem „festen“, wenigstens nicht flüssigen 
Zustande vorhanden sind, wie früher schon dargetan worden 
ist®. Es hat sich ja herausgestellt, daß das Fibrin, in Wasser 
fein verteilt, eine wirkliche Suspension bildet, indem man es 
dabei nicht weiter bringt, als daß höchstens ein Teil der Fibrin- 
teilchen Mikrone darstellen. 

Gesetzt, ee würde das Fibrin sich dermaßen im Wasser 
verteilen lassen, daß es in seine kleinst wahrnehmbaren Bau- 
steine (die kleinsten Ultramikronen) oder gar in die diese wieder 
zusammensetzenden Amikronen auseinanderfallen würde, so 
hätte man es mit einem Pseudosol zu tun, das der Vorstellung, 
die von Nägeli sich in seinen „Micellarlösungen“ gebildet hat, 
entsprechen würde, abgesehen von der vom Autor befürworteten 
wirklichen Krystallnatur der suspendierten Teilchen. Praktisch 
läßt sich zwar ein solch disperses System mit fester (ultra- 
mikroskopischer oder gar mikroskopischer) disperser Phase nicht 
herstellen, wenn man das Fibrin im Gelzustande als Ausgangs- 
material verwendet. Doch gibt es einen Fall, wo man es tat- 
sächlich mit einem solchen System zu tun hat. Dieser Fall 
liegt vor im Anfangsstadium der Fibrinausscheidung, die in 
optisch leeren Fibrinsolen unter dem Einfluß gewisser Agenzien 


1) Kolloid. Zeitschr. 2, 81, 1907 und zahlreiche Arbeiten in den 
anderen Bänden. 

2) Hierzu sei bemerkt, daß bekanntlich auch schon von Graham 
(Liebigs Annal. l. c. S. 71) die Frage „als eine naheliegende“ erwogen 
worden ist, „ob das Molekül einer Kolloidsubstanz nioht durch Zusammen- 
treten einer Anzahl kleinerer krystalloider Moleküle gebildet sein möge 
und ob die Grundlage des Kolloidalzustandes nicht in Wirklichkeit der 
zusammengesctzte Charakter der Moleküle sein möge“. 

3) Diese Zeitschr. 74, 219, 1916. 
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erzeugt werden kann und ebenso im Anfangsstadium der na- 
türlichen Fibrinausscheidung im Blute und Blutplasma, wie sie 
sich z. B. bei der Beobachtung dieses Vorgangs nach der Me- 
thode von Schimmelbusch oder Bürker kundgibt. Man be- 
kommt dabei ja das „ausgeschiedene“ Fibrin zunächst in Form 
von äußerst feinen Ultramikronen zu Gesicht?) In diesem 
Augenblick liegt also ein disperses System vor, in dem die dis- 
perse Phase durch feste (bzw. halbfeste) längliche Ultramikronen 
repräsentiert wird, und dazu durch Ultramikronen, die ihrer läng- 
lichen Form nach den Eindruck von wirklichen Krystallen er- 
wecken könnten. 

Es geht diesem Stadium sogar zweifellos eins voraus, bei 
dem man es mit einem dispersen System mit amikroskopischer 
fester (bzw. halbfester) disperser Phase zu tun hat. Wir 
dürfen doch nicht annehmen, daß die kleinsten Ultramikronen 
gerade den allerkleinsten gequollenen Fibrinteilchen der optisch 
leeren Sole entsprechen würden, denn das würde ja ein allzu 
großer Zufall sein. Es liegt im Gegenteil die Annahme viel 
näher, daß die allerkleinsten gequollenen Teilchen der optisch 
leeren Sole im entquollenen, isolierten Zustande Amikronen dar- 
stellen. Im Augenblick aber, wo die gequollenen Elementar- 
teilchen schon in den entquollenen Zustand übergegangen, aber 
noch nicht in Längsverbände (Ultramikronen) zusammengetreten 
sind, muß ein disperses System mit amikroskopischer fester 
(bzw. halbfester) disperser Phase vorliegen, eine Pseudolösung 
also, in der eine Anzahl?) entquollener Elementarteilchen im 
amikroskopischen Zustand „suspendiert“ enthalten sind. Es 
würden solche entquollene Elementarteilchen zweifellos auch für 
das bewaffnete Auge wahrnehmbar werden, falls unsere tech- 
nischen Hilfsmittel dazu zureichend sein würden. Das ist je- 
doch bis jetzt noch nicht der Fall, wir bekommen die entquollenen 
Elementarteilchen, die jetzt noch Amikronen darstellen, erst zu 
Gesicht, nachdem sie sich zu ultramikroskopisch und mikro- 
skopisch wahrnehmbaren Längsverbänden angeordnet haben. 


1) Diese Zeitschr. 78, 370, 1916. 

2?) Daß die gequollenen Elementarteilchen sich in den Solen teil- 
weise schon zu Aggregaten vereinigt vorfinden können und daß sie schon 
während ihrer Entquellung zu Längsverbänden zusammentreten können, 
kann hier ja außer Betracht bleiben. 





254 E. Hekma: 


Auf jeden Fall lassen sich also bei dem Fibrin zwei Arten 
von Pseudolösungen bzw. Solen unterscheiden. Und zwar erstens 
solche, in denen die kleinsten Fibrinteilchen, bzw. die Elementar- 
teilchen des Fibrins, sich im flüssigen (gequollenen) Zustande, 
und zweitens solche, in welchem sie sich im halbfesten (ent- 
quollenen) Zustande vorfinden, es sei denn im amikroskopi- 
schen Zustand oder schon in Form von zu länglichen Ultra- 
mikronen agglutinierten Verbänden. Die ersteren Sole entsprechen 
der Auffassung van Bemmelens betrefis des Zustandes der 
Kolloidteilchen in ihren Pseudolösungen, die letzteren dagegen 
der von Nägelischen Anschauung, insoweit es die „feste“ Be- 
schaffenheit der Teilchen betrifft. — Es lassen sich diese bei 
dem Fibrin vorliegenden Verhältnisse im Rahmen der neueren 
kolloid-physico-chemischen Terminologie auch folgendermaßen 
zum Ausdruck bringen. Indem sich das Fibrin reinem Wasser 
gegenüber als ein hydrophobes!) bzw. lyophobes*) bzw. Sus- 
pensionskolloid?) verhält, nimmt es sich bei der Gegenwart 
gewisser Elektrolyten (Alkali, Säure) als ein hydrophiles?), bzw. 
Iyophiles”), bzw. Emulsionskolloid aus. Oder: Während wir es bei 
dem in Wasser mikroskopisch, ultramikroskopisch oder gar 
amikroskopisch fein verteilten Fibrin mit einer kolloidalen Sus- 
pension (Colloidal Suspension *), bzw. Suspensoid*) zu tun haben, 
liegt bei den optisch leeren Fibrinsolen eine kolloide Lösung 
(Colloidal Solution t), bzw. Emulsoid?) vor. 

In beiden Fällen handelt es sich um Dispersoide°), bzw. 
disperse heterogene Systeme°); im ersten Fall um ein heterogen 
disperses System mit fester (bzw. halbfester) disperser Phase 
(Fl -+ F), im letzten Fall mit flüssiger disperser Phase (F1 + Fl)°). 
Im letzten Fall liegt ein amikroheterogenes System, im ersten 
ein amikro-, ultramikro- oder mikroheterogenes‘) System vor 
usw. — Außerdem können wir, in Erweiterung der ursprüng- 
lichen Grahamschen Bezeichnungsweise, bei den einfach wäßri- 


1) J. Perrin, Journ. de chem. phys. 8, 84 1905. 

1) H. Freundlich und W. Neumann. Kolloid-Zeitschr. 3, 80, 1908. 
2?) R. Höber, Physik. Chem. d. Zelle, 2. Aufl., 1906. 

© R. Noyes, Americ. chem. Journ. 27, 85, 1905. 

6, P. P. von Weimarn. Kolloid-Zeitschr. 8, 26, 1908. 

©) W. Ostwald. Kolloid-Zeitechr. 1, 291, 331, 1907. 

N G. Bredig, Zeitschr. f. Elektroohem. 12, 589, 1906. 
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gen Fibrinsolen von Fibrinhydrosolen, und bei den elektrolyten- 
haltigen wäßrigen, optisch leeren Solen von Fibrinalkalihydro- 
solen und Fibrinsäurehydrosolen sprechen. 

Es enthalten die amikroskopischen Fibrinelementarteilchen, 
wie sie in den optisch leeren Solen vorhanden sind, eine zu jeder 
Zeit reagierfähige Ladung von einem Elektrolyten und Wasser. 
Es handelt sich bei einem Fibrinalkali- bzw. Säurehydrosol also 
um eine Pseudolösung, in der eine Unmasse von flüssigen, ge- 
quollenen, aus Fibrinsubstanz 4 Elektrolyt + Wasser 
zusammengesetzte Teilchen, etwa wie amikroskopische Tröpfchen 
schweben. 

Den Rahmen der W.Ostwaldschen Terminologie erweiternd, 
wäre also ein optisch leeres Fibrinsol ganz im allgemeinen auch 
zu deuten als ein disperses System, in dem die disperse 
Phase ansich wieder zusammengesetztist, in dem Sinne, 
daß sie ein amikroskopisches „System“: Fibrinsubstanz +- Elek- 
trolyt + Wasser darstellt. 

Zusammenfassend ergibt sich also: 

DaB das Dasein zweierlei Fibrinsole beherrscht 
wird von dem geladenen, gequollenen bzw. entladenen, 
entquollenen Zustand der amikroskopischen Fibrin- 
elementarteilchen. Daß bei den Fibrinsolen nicht 
eine, sondern mehrere Theorien betreffs der Natur 
der kolloiden Lösungen zugleich zutreffen. 

Angesichts der letzteren Tatsache drängt sich naturgemäß 
die Frage auf, ob umgekehrt auch bei den Pseudolösungen man- 
cher anderen Biokolloide nicht ceter. parib. ähnliche Verhält- 
nisse vorliegen dürften, wie es bei dem Fibrin der Fall ist. 


Über das Fibrin und seine Beziehung zu einigen 
Fragen der Biologie und Kolloidchemie. 


(Mit besonderer Berücksichtigung des Blutgerinnungsproblems.) 


Von 
E. Hekma, 


(Aus dem physiologischen Institut der Universität Groningen.) 


(Eingegangen am 27. Juli 1916.) 


XI. 


Näheres über die dreierlei Fibringele. 


Es kann das Fibrin, wie früher dargetan worden ist!), in 
verschiedenen Gelformen erscheinen, und zwar wären, Zwischen- 
stufen außer Betracht lassend, ein gallertartiges, ein festes (bzw. 
halbfestes), elastisches und ein ganz festes, starres Gel zu unter- 
scheiden. Es sind von Graham?) bekanntlich in betreff der 


1) Diese Zeitschr. 78, 370, 428, 1916; 74, 65, 219, 1916. 

”) Weil ich auf die betreffenden und anderen Darlegungen Gra- 
hams mehrmals Bezug zu nehmen haben werde, mögen die folgenden 
Zitate hier angeführt werden: 

Liebigs Annalen, 121, 2, 1862: „Die Kolloidsubstanzen sind 
ausgezeichnet durch den gallertigen Zustand ihrer Hydrate. Flüs- 
sigen Kolloideubstanzen scheint auch stets eine pektöse (geronnene) 
Modifikation zuzukommen. So Fibrin, Casein, Albumin. Aber gewisse 
flüssige Kolloidsubstanzen können eine Gallerte bilden und doch noch 
verflüssigbar durch Erwärmen und löslich in Wasser sein. So die Leim- 
substanz selbst, die als Tierleim-Gallerte nicht pektös ist, aber doch im 
letzteren Zustand in den leimgebenden Geweben enthalten sein kann.“ — 

Liebigs Annalen, l.o., 70: „Eine Hinneigung zu freiwilliger 
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kolloiden Substanzen im allgemeinen für entsprechende Er- 
scheinungsformen die Bezeichnungen: gallertartige, pektöse 
und steinige Zustände verwendet worden. Ich möchte, 
dem Meister zu Ehren, mit dem Wort Gel auch diese Namen 
beibehalten und somit die vorerwähnten Erscheinungsformen 
des Fibrins in gallertige, pektöse und steinige Gele ein- 
teilen. — An der Hand der Erkenntnis von der Natur der optisch 
leeren Fibrinsole wird die früher!) ermittelte Tatsache, daß 
das Fibrin aus solchen Solen auf zwei Wegen in den pektösen 
und fernerhin starren, steinigen Zustand übergehen kann, von 
einem einheitlichen Gesichtspunkt aus einer Erklärung zugäng- 
lich. Es hat sich ja ergeben!), daß der pektöse Gelzustand 
erreicht werden kann: 

A. Unter Vermittlung des gallertartigen Gelzustandes und 


Umwandlung, welche manchmal auch bei Krystalloidsubstanzen be- 
obachtet wird, scheint den anderen Klassen von Substanzen allgemein 
zuzukommen. Die flüssige Kolloidsubstanz wird pektös und unlöslich 
durch die Berührung mit gewissen anderen Substanzen, ohne sich mit 
diesen zu verbinden, und oft geht jene Umwandlung schon unter dem 
bloßen Einfluß der Zeit vor sich. Die Substanz, die den Übergang 
in den pektösen Zustand bewirkt, scheint nur etwas, was doch bevor- 
steht, zu beschleunigen. Und selbst unter Beibehaltung des flüssigen 
Zustandes kann eine Kolloidsubstanz sich merklich verändern, anstatt 
farblos zu bleiben, opalisierend werden; und in dem pektösen Zustand 
kann der Grad des Gewässertseins infolge innerer Umwandlung ein 
anderer werden.“ — 

Poggendorfs Annalen, 3, 531, 1864: „Eine hervorragende Eigen- 
schaft der Kolloide ist die Tendenz ihrer Teilchen zu adhäfrieren, sich zu 
aggregieren und zusammenzuziehen. Diese Selbstanziehung findet statt 
bei der allmählichen Verdickung der Flüssigkeit, und führt, wenn dieselbe 
fortschreitet, zur Pektisation. In der Gallerte selbst schreitet die 
fragliche spezifische Contraction oder Synäresis noch fort, 
indem sie Wasserabscheidung veranlaßt, zugleich mit der Trennung 
in einen Klumpen und ein Serum, und indem sie mit der Erzeugung 
einer harten, steinigen Masse von gleicher Struktur endigt, die 
wasserfrei sein kann oder doch nahezu wasserfrei, wenn man dem Wasser 
gestattet, durch Verdunstung zu entweichen.“ 


1) Diese Zeitschr. 78, 370, 428, 1916; 74, 65, 219, 1916. 
Biochemische Zeitschrift Band 77. 17 
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B. auf direktem Wege, ohne Vermittelung eines optisch 
wahrnehmbaren gallertartigen Zwischenstadiums. 


À. 


1. Zunächst sei hervorgehoben, daß ein optisch leeres 
Fibrinsol unter verschiedenen Einflüssen sich in ein gallertiges 
Gel verändern kann, und zwar: 

a) „Unter dem bloßen Einfluß der Zeit“, durch eine „all- 
mähliche Verdickung der Flüssigkeit“ und 

b) durch gewisse äußere Einflüsse. 

ad a) Bei der Gallertbildung „unter dem bloßen Einfluß 
der Zeit“!) handelt es sich tatsächlich um eine „Tendenz der 
Teilchen zu adhärieren,sich zu aggregieren und zusammenzuziehen“ 
(Graham). Es können, wie früher schon gestreift worden ist, 
für das „Altern“ des Fibrinsols bzw. für das Bestreben, der 
dispersen Phase, ihre „Grenzfläche“ dem „Dispersionsmittel“ 
gegenüber zu verringern, gewisse greifbare Ursachen verant- 
wortlich gemacht werden. Es besitzen, wie früher ausgeführt 
worden ist”), die gequollenen Fibrinamikronen der Sole eben 
die Neigung, ihr Quellungswasser abzugeben. Und zwar nament- 
lich in dem Falle, wo ihre Elektrolytenladung eine verhältnis- 
mäßig niedrige ist, so daß letztere nicht ausreicht, um den 
Fibrinteilchen das Vermögen zu verleihen, die Wasserladung 
bzw. das Quellungswasser dauernd festzuhalten. Das hat 
zur Folge, daß die gequollenen Fibrinelementarteilchen des 
Sols, unter dem bloßen Einfluß der Zeit, einen gewissen Teil 
ihres Quellungswassers verlieren, daß sie sich also „zusammen- 
ziehen“ („Synäresis“)®). Daß die Teilchen daher zugleich „ad- 
herieren* und „aggregieren“ unter Bildung eines gallertigen 
Gels, dürfte auf mehrere Ursachen zurückgeführt werden 





1) Man hat diesen Ausdruck Grahams bekanntlich später durch 
den kürzeren „Altern“ ersetzt. 

2) Diese Zeitschr. 74, 219, 1916. 

3) Ich übertrage hier diesen Ausdruck Grahams also auf die ein- 
zelnen Fibrinelementarteilchen. 
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können. Es mögen dabei eine gewisse Klebrigkeit der etwas 
abgequollenen Fibrinteilchen und ihre spezifische Leichtigkeit 
in Betracht kommen, aber außerdem noch eine andere 
Ursache, nämlich die Gestalt der Elementarteilchen. Falls 
wir annehmen dürfen, daß auch die Fibrinamikronen, also 
die Elementarteilchen des Fibrins im entladenen, entquol- 
lenen Zustande langgestreckte Gebilde darstellen (was 
ich für sehr wahrscheinlich halte, auf Grund der so stark 
ausgesprochenen Neigung der Fibrinteilchen, sich eben vor- 
wiegend in Längsrichtung anzuordnen), so liegt die An- 
nahme nahe, daß die stark gequollenen Elementarteilchen der 
Sole eine sphäroide, sich der sphärischen annähernde Form 
aufweisen werden. 

Zutreffendenfalls werden die Teilchen infolge des eintreten- 
den Verlustes eines Teiles ihres Quellungswassers Zwischenstufen 
zwischen der sphäroiden und der langgestreckten Form bilden. 
Je größer der Wasserverlust, je mehr wird sich die sphäroide, 
die langgestreckte Gestalt ausbilden. Bei dem partiellen Wasser- 
verlust bekommen also die sphäroiden Teilchen eine länglichere 
Gestalt, infolge welchen Umstandes die Bedingungen für solche 
Teilchen, um in gegenseitigen Kontakt zu treten bzw. zu „ad- 
härieren“ und „aggregieren“, verhältnismäßig günstig sind. Ver- 
mutlich bilden die noch in einem gewissen Quellungszustande 
sich vorfindenden Elementarteilchen dabei Ketten bzw. Längs- 
und Querverbände, mit der Folge, daß ein immer noch amikro- 
skopisches Netz- oder „Wabenwerk“ ausgebildet wird, das aus 
gequollenen Fibrinelementarteilchen aufgebaut ist, und zwischen 
welche Teilchen bzw. Teilchenverbände sich freie Flüssigkeit 
eingeschlossen findet. 

In dieser Weise können wir uns von der Bildung einer 
wirklichen Gallerte!) als Resultat der partiellen Abquellung 


1) Naturgemäß drängt sich die Frage auf, ob wir es auch bei dem 
in Rede stehenden gallertigen Gel nicht mit einer scheinbaren Gallerte zu 
tun haben könnten, dadurch vorgetäuscht, daß weitgehend entquollene 


Amikronenverbände (Nadeln, Fädchen) Flüssigkeit eingeschlossen halten 
17* 
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und der Agglutination der teilweise abgequollenen Amikronen 
eine befriedigende Vorstellung machen. 

Es ist hier also auf umgekehrtem Wege ein ähnliches 
Resultat erzielt worden, wie in ‘dem Falle, wo eine pek- 
töse Fibrinmasse als Ganzes oder in fein verteiltem Zustand 
durch schwach elektrolytenhaltiges Wasser in einen sichtbaren 
Hydratations- bzw. Quellungs- bzw. Gallertzustand versetzt 
wird. — 

ad b) Es kann das Entstehen eines derartigen gallertigen 
Gels auf rascherem Wege erreicht werden unter dem Einfluß von 
Faktoren, die den langsamen Verlust des Quellungswassers der 
Fibrinelementarteilchen zu fördern vermögen. Als solche Fak- 
toren kommen vor allem eine allmähliche Verdunstung an der 
Luft in Betracht und weiter solche Agenzien, die zwar imstande 
sind, den gequollenen Teilchen ihr Quellungswasser zum Teil, 
aber nicht insoweit zu entziehen, daß die Teilchen in einen 
weit fortgeschrittenen Entquellungszustand versetzt werden!). 
Was die weiteren Vorgänge: die Agglutination der abgequol- 
lenen Teilchen zu einem gallertigen Gel betrifft, gelten natur- 
gemäß dieselben Gesichtspunkte, die sub a entwickelt wor- 
den sind. — 

2. Es kann nun ein gallertiges Gel, auf welche der vor- 
erwähnten Weisen es auch entstanden sein mag, in ein pektöses 


werden, wie das ja unter anderen Umständen (diese Zeitschr. 73, 370, 
1916) zutrifft. Dies ist jedoch nicht der Fall, wie die mikroskopische 
Untersuchung der frisch gebildeten Gallerte lehrt. Nur wenn man das 
sich selbst überlassene optisch leere Sol nicht vor Verdunstung schützt, 
findet man in der Regel an der Oberfläche der Flüssigkeit einzelne 
richtige Fädchen ausgebildet. 

1) Zu solchen Agentien sind z. B. zu rechnen: Blutserum und das 
Reagens von Alex Schmidt, wenn beide in sehr kleinen Mengen einem 
künstlichen optisch leeren Fibrinsol zugesetzt werden. Versuchsbeispiel: 
Diese Zeitschr. 73, 370 (422), 1916. Werden diese Agenzien in größerer 
Menge einem optisch leeren Fibrinsol zugesetzt, so erfolgt „Fibrinaus- 
scheidung“ in Nadel- und Fädchenform, wie in der soeben zitierten Arbeit 
zur Genüge dargetan worden sein dürfte. 
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Gel verwandelt werden, vor allem durch solche Faktoren, die 
die Eigenschaft besitzen, den Verlust des Quellungswassers von 
den das gallertige Gel aufbauenden Teilchen zu vervollständigen 
bzw. die „spezifische Contraction“ (Synäresis) der einzelnen 
gequollenen Fibrinamikronen und somit des ganzen Gels, weiter 
fortschreiten zu lassen. 

Als solche Agenzien kommen vor allem wieder die (weitere) 
Verdunstung an der Luft in Betracht, und im allgemeinen alle 
diejenigen Faktoren, die den gequollenen Teilchen Wasser auf 
direktem oder indirektem Wege zu entziehen vermögen!). Die 
Wirkung der Verdunstung ist naturgemäß eine unmittelbare, 
die zu zweit angeführten Agenzien können den gequollenen 
Amikronen des gallertigen Gels das Quellungswasser entweder 
auf direktem (analog der Verdunstung) oder auf indirektem 
Wege weiter entziehen. Als die typischsten Repräsentanten 
solcher Mittel, die den gequollenen Teilchen auf direktem 
Wege ihr Quellungswasser weiter entziehen können, seien die 
gesättigten Neutralsalzlösungen (NaCl, NaF) genannt; als die- 
jenigen, die dasselbe Resultat auf indirektem Wege erreichen 
lassen (in der Weise, daß den gequollenen Teilchen von diesen 
Agenzien primär die Elektrolytenladung entzogen wird, was 
ja einen sekundären Verlust des Quellungswassers zur Folge hat), 
wäre vor allem verdünnte Säure (bzw. Alkali), sowie Wasser im 
Übermaß anzuführen. | 

Es kann die Umwandlung des gallertigen in das pektöse 
Gel praktisch z. B. folgendermaßen bewerkstelligt werden. Wenn 
das in irgendeiner der vorerwähnten Weisen gebildete galler- 
tige Gel mit ein paar Glasstäben bearbeitet wird, so fällt es in 
Klumpen auseinander?. Überträgt man nun diese Gallert- 


1?) Das sind eben gerade dieselben Agenzien, die das Fibrin aus 
seinen optisch leeren künstlichen und natürlichen Solen in Form von 
Ultramikronen und Mikronen, und schließlich von Fädchen, zur „Aus- 
scheidung“ zu bringen vermögen. ` 

2) Es sei nochmals nachdrücklich hervorgehoben, daß man in 
solchen Klumpen, auch wenn sie zwischen Objekt- und Deckglas zer- 
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klumpen in eine gesättigte Neutralsalzlösung oder in mehr- 
mals erneuertes Wasser, so verwandeln sie sich allmählich, oft 
erst innerhalb mehrerer Tage, in zähe, einigermaßen elasti- 
sche Membranen bzw. Häutchen, also in ein pektöses Gel 
(Gel a). 

Dasselbe trifft zu, falls die Gallertklumpen an die Luft 
gestellt werden, nur wird das Häutchen- bzw. pektöse Stadium 
in diesem Fall unverhältnismäßig rascher erreicht (Gel b). 

3. Werden die in der sub 2a genannten Weise gebildeten 
Häutchen und die in der sub 2b erwähnten Weise erhaltenen 
auch fernerhin an der Luft belassen, so verwandeln sich die 
zähen, elastischen Häutchen in harte, starre, brüchige Blätt- 
chen, mithin in ein steiniges Gel. Während die Häutchen 
(bzw. das pektöse Gel) noch eine niedrige Wassermenge ent- 
halten, ist bei der endgültigen Eintrocknung auch der Rest 
von Quellungswasser der Elementarteilchen (und naturgemäß 
zugleich auch das zwischen diesen sich vorfindende Wasser) 
durch Verdunstung verloren gegangen, mit der Folge, daß 
das Gel seine Zähigkeit und Elastizität ganz eingebüßt hat, 
indem es starr, hart, „steinig* geworden ist!). 





drückt und dann zerzupft werden, bei der mikro- resp. ultramikro- 
skopischen Untersuchung keine oder doch nur ausnahmsweise Fädchen 
antrifft. Man sieht nur Linien und Streifen in einem sonst verschwom- 
menen Felde. 

1) Bei der Umwandlung des gallertigen in das pektöse und ferner- 
hin steinige Gel unter dem alleinigen Einfluß der Verdunstung (2b, 3) ist 
naturgemäß die Elektrolytenladung von den entquollenen Fibrinteilchen 
zurückgehalten worden. Außerdem ist zwischen den entquollenen Fibrin- 
teilchen der Elektrolytengehalt des ursprünglichen „Dispersionsmittels“ 
zurückgeblieben. Dementsprechend werden die in dieser Weise erhaltenen 
elastischen Häutchen und starren Blättchen (bzw. pektöse und steinige 
Gele) denn auch wieder in einen erheblichen Quellungszustand zurückver- 
setzt, wenn sie in (wenig) Wasser übertragen werden. In dem Fall 
jedoch, wo der pektöse Zustand durch Wasserbehandlung des gallertigen 
Gels herbeigeführt worden ist, wird höchstens nur der pektöse Gel- 
zustand wieder erreicht, wenn die starren, steinigen Blättchen in Wasser 


Fibrin u. s. Bezieh. zu Fragen d. Biologie u. Kolloidchemie. XI. 263 


In sämtlichen Fällen ist also die „spezifische Contraction“ 
(Synäresis) bzw. die Entquellung der Fibrinelementarteilchen 
dermaßen fortgeschritten und vervollständigt, daß das gallertige 
Gel, unter dem Durchlaufen eines pektösen Gelzustandes, in ein 
steiniges Gel verwandelt worden ist, indem die einzelnen Fibrin- 
teilchen dabei ihren gegenseitigen Zusammenhang beibehalten 
haben!). 

Wenn man nun jene Häutchen, das pektöse Gel also, mi- 
kroskopisch untersucht, so findet man eine anscheinend struktur- 
lose Masse. Nach tüchtiger Nadelpräparation zerfallen die Häut- 
chen in Fetzen, in denen sich hier und da Fädchen und Fädchen- 
bündel nachweisen lassen, ohne daß man sagen kann, daß das 
Material aus einem richtigen Fädchenwerk zusammengesetzt ist. 
Es weist dieser Befund darauf hin, daß die, den Fibrinteilchen 
unter anderen Umständen so besonders eigene Neigung, um 
während bzw. nach ihrer Entquellung schließlich zu den größten 
Längsverbänden (Fädchen) zusammenzutreten, in den vorliegen- 
den Fällen nur sehr unvollständig zum Ausdruck gekommen 
ist. Offenbar sind, wie vorher auch schon hervorgehoben worden 
ist, die gequollenen Fibrinelementarteilchen bei der Gallertbil- 
dung teilweise zu kleineren Längsverbänden und teilweise zu 
regellosen Aggregaten zusammengetreten, mit der Folge, daß 
nach der weiteren Entquellung das Gel (d.h. das pektöse: die 
Häutchen) dementsprechend ein vorwiegend aus kleineren Ami- 
kronenverbänden zusammengesetztes, stark verfilztes Netzwerk 


übertragen werden. Es ist in diesem Falle ja eben die Elektrolyten- 
ladung den Elementarteilchen entzogen worden. 

1) Es gibt selbstverständlich zwischen dem optisch leeren Solzustand, 
den gallertigen, pektösen und steinigen Gelen noch allerhand Übergangs- 
stufen, infolge des Umstandes, daß die Ab- bzw. Entquellung der Fibrin- 
elementarteilchen erst allmählich vor sich geht. Dementsprechend er- 
fahren auch die Viscosität des Sols (wobei naturgemäß zu gleicher Zeit das 
Fortschreiten der Aggregation der Teilchen von großem Einfluß sein 
muß) sowie die Zähigkeit und Elastizität der Gele erst nach und nach 
Abänderungen. 
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(zusammengefallenes „Wabenwerk“) mit äußerst feinen Maschen 
darstellt. Und dasselbe trifft naturgemäß zu in betreff des aus 
dem pektösen hervorgegangenen steinigen Gels. Es ist also 
die Struktur der in Rede stehenden gallertigen, pektösen und 
steinigen Gele grundsätzlich dieselbe, nur sind der Quellungs- 
bzw. Entquellungsgrad der die sämtlichen Gele aufbauenden 
Fibrinelementarteilchen und deren räumliche Verhältnisse (nicht 
ihre Anordnungsweise) verschieden. 


B. 

Betrachten wir nunmehr den zweiten Weg, auf dem ein 
optisch leeres Fibrinsol in ein pektöses und weiter steiniges 
Gel verwandelt werden kann, also ohne Vermittlung eines sicht- 
baren gallertartigen Zwischenstadiums, etwas näher. Der Um- 
stand, daß das Fibrin in seinen optisch leeren Solen eine La- 
dung von einem Elektrolyten und Wasser enthält, und daß 
die Fibrinteilchen sich in den Solen in einem unter Elektro- 
lyteneinflußB wassergequollenen Zustand vorfinden, daß es also 
die Elektrolytenladung ist, die den Fibrinelementarteilchen das 
Vermögen verleiht, ihre Wasserladung festhalten zu können, 
dieser Umstand bringt es mit sıch, daß die gequollenen Fibrin- 
teilchen der Sole auf zwei Weisen ihr Quellungswasser verlieren 
können!). 


1) Beiläufig sei bemerkt, daß der Umstand, daß es die Elektrolyten- 
ladung (Alkali, Säure) ist, die die Fibrinelementarteilchen in den Stand 
setzt, Wasser aufnehmen und festhalten zu können, es zugleich be- 
wirkt, daB die Fibrinteilchen „umgeladen“ werden können, insoweit 
es die Elektrolytenladung betrifft. Es kann die Alkaliladung 
der Fibrinteilchen von einer Säureladung ersetzt, bzw. es kann ein 
Fibrinalkalihydrosol in ein Fibrinsäurehydrosol verwandelt werden, und 
umgekehrt. Praktisch läßt sich das auf zwei Weisen machen. Ent- 
weder so, daß man z. B. in einem Fibrinalkalihydrosol das Fibrin 
in irgendeiner Weise zur „Ausscheidung“ bringt, indem man die ent- 
quollenen Teilchen zu einem pektösen Gel werden läßt und dann das 
Gel in angesäuertes Wasser überträgt, wobei ein optisch leeres Fibrin- 
säurehydrosol gebildet wird; oder dermaßen, daß man einem Fibrinalkali- 
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Und zwar erstens unter dem Einfluß solcher Reagenzien» 
die den gequollenen Fibrinelementarteilchen des Sols ihre Wasser- 
ladung zu entziehen vermögen, was (weil es ja eben die Elektro- 
lytenladung ist, die den Fibrinteilchen das Vermögen verleiht, 
ihre Wasserladung, bzw. ihr Quellungswasser festhalten zu können) 
notwendigerweise einen erheblichen Verlust von Quellungswasser 
zur Folge haben muß. Und zweitens unter dem Einfluß solcher 
Mittel, die den gequollenen Fibrinelementarteilchen ihr Quellungs- 
wasser in rascher und ausgiebiger Weise auf direktem Wege zu 
entziehen imstande sind, womit ein Verlust der Elektrolyten- 
ladung verbunden sein kann, aber nicht notwendig verbunden 
zu sein braucht. — In beiden Fällen ist das Resultat eine weit 
fortgeschrittene Entquellung der Fibrinelementarteilchen, und es 
würden, wie schon vorher bemerkt wurde, die entquollenen Teil- 
chen zweifellos als langgestreckte Gebilde für das bewaffnete 
Auge wahrnehmbar werden, wenn sie eben nicht Amikronen 
darstellen würden!). 


hydrosol so viel verdünnte Säure zusetzt, daß nicht nur die Alkaliladung 
der Fibrinteilchen und der Alkaligehalt des „Dispersionsmittels“ „neutra- 
lisiert“ wird, sondern daß die Säure in einem geringen Überschuß vor- 
handen ist. Es werden in diesem Fall die Fibrinteilchen nur ganz vor- 
übergehend entquellen, indem sie sofort wieder unter dem Einfluß der 
Säure in einen wassergequollenen Zustand versetzt werden, unter Bil- 
dung eines Fibrinsäurehydrosols. 

1) Wie ich früher auch schon zu bemerken Gelegenheit hatte, wäre 
die Möglichkeit zu erwägen, ob die kleinsten Ultramikronen nicht die 
Elementarteilchen des Fibrins darstellen, ob also die kleinsten Ultra- 
mikronen nicht als solche im gequollenen Zustande in den Solen vorhanden 
sein könnten. Über diesen Punkt wird naturgemäß erst dann Aufschluß 
erhalten werden können, wenn die mikroskopische Technik eventuell noch 
weiter fortgeschritten sein wird, als es zur Zeit dank der Errungenschaft von 
Siedentopf und Zsigmondy schon der Fall ist. Bis dabin müssen 
wir meines Erachtens annehmen, daß es sich bei den kleinsten Ultra- 
mikronen schon um Längsverbände entquollener Elementarteilchen han- 
delt, daß also die Elementarteilchen des Fibrins im entquollenen Zu- 
stande (langgestreckte) Amikronen darstellen, wenn es auch verführerisch 
wäre, die kleinsten Ultramikronen als die Elementarteilchen des Fibrins 
zu betrachten. 
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Es gelangen die entquollenen Elementarteilchen erst zur 
Beobachtung, nachdem sie sich zu Längsverbänden (Ultra- 
mikronen, Mikronen: längliche Punkte, Nadeln und schließlich 
Fädchen) angeordnet haben. Oder, wenn ich einen Ausdruck, 
der von H. Freundlich!) für einen ähnlichen Vorgang ver- 
wendet worden ist, gebrauchen darf: nachdem „Schlieren- 
bildung“ eingetreten ist. — Das vorläufige Endresultat dieser 
Anordnung der entquollenen Fibrinteilchen zu Längsverbänden 
ist, wie früher?) ausführlich dargetan worden ist, die Bildung 
der bekannten Fibrinfädchen, falls dem Auf- und Aneinander- 
lagerungsvorgang keine Hindernisse in den Weg gestellt werden. 
Die Fädchen können sich, wie ebenfalls früher?) ausgeführt 
worden ist, ihrerseits wieder in allerhand Weisen anordnen unter 
Bildung von Erscheinungsfornmen, von denen die bekannte Fi- 
brinfasermasse eine der typischsten Repräsentanten ist. Es 
handelt sich dabei um ein (in einer anderen als die sub A 
erwähnte Weise erhaltenes) pektöses Gel; es ist in diesem 
Fall das pektöse Gel also ohne Vermittelung eines sichtbaren 
gallertigen Zwischenstadiums aus dem optisch leeren Sol hervor- 
gegangen. Es ist eben in diesem Fall den gequollenen Fibrin- 
teilchen des Sols ihr Quellungswasser in einem rascheren Tempo, 
mehr in einem Guß, entzogen worden; es ist demzufolge die 
spezifische Contraction (Synäresis) der Amikronen schneller 
vor sich gegangen, während dabei die Eigenschaft der Fibrin- 
teilchen, sich während, bzw. nach ihrer Entquellung zu mikro- 
skopisch wahrnehmbaren Längsverbänden anzuordnen, aus- 
nahmslos zur Ausführung gekommen ist. 

Mit Ausnahme der Anordnungsweise der entquollenen Ele- 
mentarteilchen ist zwischen den sub B angeführten pektösen 


1) H. Freundlich, Doppelbrechung des Vanadiumpentoxydsols. 
Physik. Zeitschr. 16, 419, 1915. — H. Dießelhorst und H. Freund- 
lioh, Über Schlierenbildung in kolloiden Lösungen und ein Verfahren, 
die Gestalt von Kolloidteilchen festzustellen. Physik. Zeitschr. 17, 
117, 1916. 

®) Diese Zeitschr. 73, 370, 1916. 
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Gelen — die frisch gebildete Fibrinfasermasse z. B. — und dem 
sub A erwähnten — die Häutchen!) — kein grundsätzlicher 
Unterschied vorhanden. 

Der Entquellungszustand, bzw. die Synäresis, ist in beiden 
Fällen derselbe oder doch nahezu derselbe. Es besitzen beiderlei 
pektöse Gele die Eigenschaften der Zähigkeit und Elastizität. 
Wie das eine, so kann auch das andere pektöse Gel durch 
Eintrocknen in ein steiniges Gel verwandelt werden unter Ver- 
lust des Restes des Quellungswassers, der Zähigkeit und der 
Elastizität. 


1) Es dürfen diese Häutchen übrigens nicht verwechselt werden mit 
denjenigen Häutchen, die ihr Dasein einer Verfilzung von richtigen 
ausgebildeten Fädchen verdanken. Die letzteren Häutchen, von denen 
in den vorhergehenden Mitteilungen ja wiederholt die Rede gewesen ist, 
gehören ihrer Vorgeschichte und Struktur nach den sub B erwähnten 
pektösen Gelen an. 


Zur sensibilisierenden Wirkung der natürlichen 
Porphyrine. 
Von 
Walther Hausmann. 


(Aus der Prosektur des k. k. Wilhelminenspitales in Wien.) 
(Eingegangen am 5. August 1916.) 


Der Nachweis der sensibilisierenden Wirkung des Hämato- 
porphyrins, der vor längerer Zeit erbracht worden ist, ließ 
es wünschenswert erscheinen, unter natürlichen Verhältnissen 
vorkommende Porphyrine in ‘dieser Richtung zu untersuchen. 
Es war dies nötig, um den Zusammenhang von Lichtempfind- 
lichkeit mit der gleichzeitigen Anwesenheit solcher Porphyrine 
zu erweisen. Auch hatten die grundlegenden Arbeiten Hans 
Fischers!) und seiner Mitarbeiter die Harn- und Kotporphy- 
rine kennen gelernt, die in ihren Eigenschaften nicht uner- 
heblich von denen des Hämatoporphyrins abwichen, so daß 
die photodynamische Wirkung solcher natürlicher Porphyrine 
jedenfalls erst zu beweisen ist. 

Zuerst ist wohl der Nachweis eines natürlichen, sensibili- 
sierenden Porphyrins von mir an dem Porphyrine aus dem 
Harne eines an Hydroa aestivalis leidenden Mannes erbracht 
worden?) Der Harn war burgunderrot und enthielt große 
Mengen von Porphyrin. Sehr merkwürdig war es, daß der so 
stark porphyrinhaltige Harn weder rote Blutkörperchen, noch 
Paramäcien sensibilisierte, daß aber das Rohporphyrin, wel- 
ches aus diesem Harne nach Garrod dargestellt worden war, 





1) Vgl. u. a. die zusammenfassende Arbeit über Porphyrinurie. 
Münch. med. Wochenschr. 1916, Nr. 11, S. 377. 

2) Diese Zeitschr. 30, 310, 1910 und Anzeiger der k. Akad. d. 
Wissensch. Wien vom 7. 7. 1910, Nr. 283. 
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photodynamisch auf diese Versuchsobjekte einwirkte. Günther!) 
konnte jedoch mit einem Rohporphyrine aus dem Harne keine 
photodynamische Wirkung an Erythrocyten erzielen. Seither 
hat H. Fischer in seinen schönen Untersuchungen gezeigt, 
daß man mit krystallisierttem Kot- und Harnporphyrin Mäuse 
intensiv sensibilisieren kann. Hingegen gelang H. Fischer und 
von Kemnitz dies nicht mit Paramäcien und Erythrocyten?), 
während ich mit einem von Herrn H. Fischer mir freund- 
lichst überlassenen Präparate von freiem Harnporphyrin Para- 
mäcien und rote Blutkörperchen sensibilisieren konnte. Herr 
H. Fischer, den ich von meinem Befunde benachrichtigte, 
hat inzwischen meine Resultate mit Paramäcienkulturen, die 
ich ihm zusandte, vollkommen bestätigt. Über die Ursachen 
der verschiedenen Resultate wird Herr H. Fischer demnächst 
berichten, (Privatmitteilung.) 

Kürzlich hatte ich Gelegenheit, den Harn eines Blei- 
kranken zu untersuchen, der deutlich Porphyrin enthielt. Der 
nach Garrod erhaltene salzsaure Alkoholextrakt wurde mit 
Ammoniak versetzt, dann mit Essigsäure angesäuert und mit 
Chloroform ausgeschüttelt. Der Chloroformauszug wurde bei 
Zimmertemperatur verdunsten gelassen und in sehr verdünnter 
Natronlauge aufgenommen. Die intensiv rot fluoreszierende 
Lösung sensibilisierte stark rote Blutkörperchen und Paramäkcien. 

Man kann demnach Porphyrin aus dem Harn von Blei- 
kranken in einer sensibilisierenden Form darstellen. 

Wie erwähnt, sensibilisierte der stark porphyrinhaltige Harn 
des Hydroakranken an sich keine Paramäcien und Erythro- 
cyten, wohl aber der Porphyrinauszug aus diesem Harne, wie 
dies auch bei dem aus dem Bleiharn gewonnenen Porphyrin 
der Fall war. Wir müssen demnach annehmen, daß Porphyrine, 
die zweifellos photodynamisch wirken können, derart vorkommen 
können, daß sie keine sensibilisierenden Eigenschaften besitzen. 
Der Harn des Hydroakranken hatte keine Stoffe enthalten, 
welche die photodynamische Wirkung an sich hemmten, da 
bei Zusatz von Hämatoporphyrin zu diesem Harne Sensibili- 
sation zu erzielen war. Der Nachweis von Porphyrinen 


1) Deutsches Arch. f. klin. Med. 105, 106, 1910. 
2) Zeitschr. f. physikal. Chem. 69, 309, 1915. 
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in nicht sensibilisationsfähiger Form macht es auch 
erklärlich, daß, wie häufig beschrieben, Porphyrin- 
urien auch ohne Lichtempfindlichkeit vorkommen 
können. 

Ein besonders deutliches Beispiel für das Vorkommen von 
Porphyrinen in photodynamisch wirksamer und unwirksamer 
Form ist bei der Regenwurmgattung Eisenia foetida gegeben. 
Mac Munn hatte im Jahre 1886 einen Farbstoff in dem 
Integument von Regenwürmern gefunden, den er für Hämato- 
porphyrin hielt. Neuerdings hat J. Zielinska!) gezeigt, daß 
der braune Farbstoff der Regenwurmgattung Eisenia foetida 
Tiere vor Bestrahlung schützen kann. Daraus schloß die Ver- 
fasserin, daß es sich nicht um Hämatoporphyrin handeln 
könnte, welches ja photodynamisch wirke und demnach keinen 
Lichtschutz gewähren würde. Eine von L. Marchlewski vor- 
genommene Untersuchung ergab, wie Zielinska berichtet, daß 
das Spektrum dem des Hämatoporphyrins sehr ähnlich, aber 
nicht identisch ist. Hier liegt demnach ein von Hämatopor- 
phyrin verschiedenes Porphyrin vor, dessen Eigenschaften noch 
zu erforschen sind. 

Es läßt sich leicht nachweisen, daß auch dies Porphyrin 
in hohem Grade rote Blutkörperchen gegen Licht zu sensibili- 
sieren vermag, daß es also ebenfalls in eine Form zu bringen 
ist, in der es photodynamisch wirken kann. Der Mangel photo- 
dynamischer Wirkung in vivo wäre demnach weder für, noch 
gegen die Identität dieses Pigmentes mit Hämatoporphyrin 
anzuführen. 


Versuch. 


Gut gewaschene Exemplare von Eisenia foetida wurden 
mit Äther getötet. Hierbei wurde ebenfalls die von Zielinska 
beschriebene Absonderung einer gelben Flüssigkeit beobachtet. 
Die pigmentierten Teile des Hautmuskels wurden möglichst 
abpräpariert und mit Wasser gewaschen, dann kurze Zeit 
auf Filtrierpapier getrocknet. Die getrockneten, pergament- 
ähnlichen Hautstücke wurden in salzsauren Alkohol gelegt, der 


1) Anz. der Krakauer Akad. d. Wisssensch., math.-naturw. Kl. 
1913, 511. 
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sofort eine schöne violettrote Farbe annahm. Die Lösung 
fluorescierte intensiv rot?!) Der salzsaure alkoholische Auszug 
wurde mit? Ammoniak alkalisch gemacht, hierauf mit Essig- 
säure angesäuert und mit Chloroform ausgezogen, in welches 
der ganze Farbstoff überging. Das Chloroform wurde bei 
Zimmertemperatur verdunsten gelassen, der Rückstand mit 
sehr verdünnter methylalkoholischer Natronlauge aufgenommen. 
Mit dieser schön fluorescierenden Lösung konnten rote Blut- 
körperchen intensiv sensibilisiert werden. 


Ein Farbstoff, der in der Natur als schützendes Pigment 
gegen Bestrahlung wirkt, kann demnach in eine Form über- 
geführt werden, in der er ganz im Gegenteil Gewebe für Licht 
empfindlich machen kann. 


Bei jeder Beurteilung von optischen Sensibilisatoren in 
der Natur muß demnach, wie schon so oft betont, darauf 
geachtet werden, ob diese Körper in einer Form und an einer 
Stelle vorkommen, an der sie zu sensibilisieren vermögen. 


Vielleicht ist hier das Auftreten oder das Vorhandensein 
von Fluorescenz entscheidend. H. v. Tappeiner und seine 
Schüler haben immer die Meinung verfochten, daß Fluorescenz 
und photodynamische Wirkung unzertrennlich seien. In der 
Tat fluoresciert das Porphyrin in der Haut des Regenwurms 
nach den Untersuchungen von Stübel?) nicht, wohl aber tritt, 
wie leicht gezeigt werden kann, Fluorescenz an diesen Haut- 
stückchen auf, wenn sie in saurem oder alkalischem Alkohol 
sich befinden. Dementsprechend ist auch der Farbstoff, wie er 
im Regenwurm vorkommt, photodynamisch unwirksam, im 
Gegensatz zu der fluorescierenden Lösung des daraus gewon- 
nenen Porphyrins. In diesem Zusammenhange sei auch be- 
merkt, daß Chlorophyll, welches in vitro intensiv photo- 
dynamisch wirkt und sicher auch in vivo als Lichtüberträger 
bei dem Prozesse der Kohlensäureassimilation tätig ist, auch 
im lebenden Chloroplasten intensiv fluoresciert, wie 
die schönen Untersuchungen Gicklhorns mit dem Reichert- 
schen Fluorescenzmikroskope ergeben haben. 


1) Vgl. R. Heller, Viertelj. f. ger. Med. 51, 219, 1916. 
2) Pflügers Arch. 142, 1911. 
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Zusammenfassung. 


1. Aus dem Harne eines Bleikranken gewonnmenes Roh- 
porphyrin wirkte photodynamisch auf rote Blutkörperchen und 
Paramäcien. 

2. Das in vivo dem Lichtschutze dienende Porphyrin der 
Regenwurmgattung Eisenia foetida vermag in vitro zu sensi- 
bilisieren. Ein und dasselbe Porphyrin kann demnach in 
sensibilisationsunfähiger und sensibilisationsfähiger Form vor- 
kommen. 

3. Der Nachweis von Porphyrinen in photodynamisch 
wirksamen und unwirksamen Zustande macht es — neben 
anderen Umständen — erklärlich, daß Porphyrinurien mit und 
ohne Lichtempfindlichkeit einhergehen können. 


Über das Fibrin und seine Beziehung zu einigen Fragen 
der Biologie und Kolloidchemie. 
(Mit besonderer Berücksichtigung des Blutgerinnungsproblems.) 


Von 


E. Hekma, 
(Aus dem physiologischen Institut der Universität Groningen.) 
(Eingegangen am 30. Juli 1916.) 
XII. 
Über die micellarkrystallinische Beschaffenheit des Fibrins. 


Trotz des Umstandes, daß die Fibrinteilchen sich in den 
optisch leeren Solen nicht im festen Zustande vorfinden, wie 
v. Nägeli das von den in seinen „Micellarlösungen“ enthaltenen 
Teilchen angenommen hat, ist nicht zu verkennen, daß die 
bei dem Fibrin vorliegenden Verhältnisse in manchen Hinsichten 
Berührungspunkte aufweisen mit gewissen von diesem Autor bei 
anderen Biokolloiden gemachten Befunden und Voraussetzungen. 
Und zwar insoweit, als es das Vorhandensein einer weitgehenden 
Analogie betrifft, zwischen den „Micellverbänden“ und den „kry- 
stallähnlichen Gebilden“ v. Nägelis!) einerseits und den aus 
entquollenen Fibrinelementarteilchen hervorgegangenen Längs- 
verbänden (Ultramikronen und Mikronen) andererseits. 

Es ist bekanntlich von v. Nägeli der Name „das Micell“ 
gewählt worden 
„für die kleinsten Substanzteilchen bzw. Molekülgruppen organischer Sub- 
stanzen, weil sie nichts präjudiziere und sich zu allen Zusammensetzungen 
eigene.“ 

Nun ist allerdings von v. Nägeli bestimmt etwas dabei 
präjudiziert. Denn der Autor hat ja seine Micelle nicht nur 
als feste Gebilde, sondern dazu als 
„winzige, weit jenseits des mikroskopisch Sichtbaren liegenden Krystalle“ 
gedeutet. Es sollten eben seine Micelle auch in den Micellar- 





1) Man vgl. hierzu: C. v. Nägeli, Theorie der Gärung, S. 100—125. 
Biochemische Zeitschrift Band 77. 18 
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lösungen, d. h. also in den kolloiden Lösungen der betreffen- 
den Substanzen (z. B. „Albuminate“, Inulin, Amylodextrin) im 
festen und zwar wirklich krystallischen Zustande enthalten sein. 
Jedoch dermaßen, daß 


„die Micellen ihrerseits wieder in kleine Micellen auseinanderfallen, 
während die kleinen umgekehrt wie Krystalle durch Auflagerung wachsen 
könnten, indem viele Micelle nicht nur aus Hunderten, sondern aus vielen 
Tausenden von Molekülen krystallinisch aufgebaut seien.“ „Die Micelle“, 
so hat sich v. Nägeli bekanntlich weiter geäußert, „sind in Lösung wegen 
ihres beträchtlichen Gewichtes weit weniger beweglich, als es die Mole- 
küle in Lösung sind und legen sich daher leicht aneinander an. Ich 
will diese Vereinigungen, welche mehrere charakteristische Eigenschaften 
der Micellarlösungen erklären, Micellverbände nennen. Da in den 
Mioellarlösungen, besonders wenn sie mehr Substanz enthalten, die Micelle 
sich aneinanderhängen, so erscheinen solche Flüssigkeiten matt und opa- 
lisierend — ein Beweis, daß das Licht ungleich gebrochen wird.“ — 
Offenbar sind von v. Nägeli seine „Micellverbände“ und 
„krystallähnliche Körper“ voneinander als zwei verschiedene 
Anordnungsformen seiner „Micelle“ unterschieden worden. In 


betreff der letzteren sagte der Autor: ` 

„Die wichtigste Tatsache ist die, daß die kleinsten Teilchen der 
Lösungen organisierter Verbindungen beim Übergang in den festen Zu- 
stand sich nicht zu Krystallen, sondern zu krystallähnlichen Körpern !) zu- 
sammenlegen. Es haben die krystallähnlichen Körper?) die größte Ähn- 
lichkeit mit Krystallen, aber sie imbibieren sich mit Wasser, verlieren 
dasselbe wieder durch Verdunstung (Eintrocknen) und sind unter dem 
Einfluß stärkerer Mittel (Säuren, Alkali usw.) einer weitgehenden Quellung 
fähig. Die Micelle in den krystallähnlichen Körpern sind also im benetzten 
Zustande durch Flüssigkeitsschichten getrennt.“ 








1) Es sind von v. Nägeli ja solche krystallähnliche Körper „Kry- 
stalloide“ genannt worden, im Gegensatz zu den „wirklichen Krystallen“ 
(also auch im Gegensatz zu den diese Gebilde aufbauenden krystallinisch 
gedachten Micellen), „weil der Name Krystalloid für eine krystallisierende 
Substanz im Sinne Grahams entweder überflüssig sei, oder dann rich- 
tiger Krystallogen hieße*“. Es ist dementsprechend in den Arbeiten 
v. Nägelis die Rede von Krystalloiden der Albuminate, Sphärokrystal- 
loiden von Inulin, Cylindrokrystalloiden oder Dyskokrystalloiden von Amylo- 
dextrin, womit der Autor eben zum Ausdruck bringen wollte, daß es sich 
dabei nicht um wirkliche Krystalle, sondern um krystallähnliche Körper 
handele. 

2?) An dieser Stelle steht bei v. Nägeli, dem in Fußnote 1) An- 
geführten gemäß, das Wort: „Krystalloid“. Um möglichen Verwirrungen 
vorzubeugen, ersetzte ich dies Wort durch „krystallähnliche Körper“, wae 
ja tatsächlich vom Autor gemeint ist. 


Fibrin u. s. Bezieh. zu Fragen d. Biologie u. Kolloidchemie. XII. 275 


Das alles trifft nun ja im großen und ganzen bei dem 
Fibrin eben auch zu, bis auf die Vorstellung v. Nägelis, daß 
seine Micelle feste Teilchen, und zwar wirkliche Krystalle sein 
sollten, im Gegensatz zu den aus solchen „Krystallen“ auf- 
gebaut gedachten krystallähnlichen Körpern. 

Bei dem Fibrin liegen die entsprechenden Verhältnisse ja 
so, daß die Elementarteilchen dieses Eiweißkörpers in den optisch 
leeren Solen unter dem Einfluß eines Elektrolyts im gequollenen 
Zustande enthalten sind, indem diese während bzw. nach ihrer 
Entquellung zu kleineren und größeren Verbänden zusammen- 
treten. Ich glaube nicht fehl zu gehen, wenn ich annehme, 
daß diese Verbände zugleich den v. Nägelischen Micellverbänden 
und seinen krystallähnlichen Körpern gewissermaßen entsprechen 
dürften. Sämtliche kleineren und größeren Verbände (Ultrami- 
kronen und Mikronen, bzw. länglichen Punkte, Nadeln und Fäd-. 
chen) sind ja, ebenso wie die von Fädchen gebildeten Zusammen- 
stellungen (pektöse und steinige Gele) grundsätzlich aus ent- 
quollenen Fibrinelementarteilchen hervorgegangen, bzw. aufgebaut. 
Es können ja eben auch die kleineren Verbände entquollener 
Fibrinamikronen (die Nadeln) wirklichen Krystallen täuschend 
ähnlich sehen). 

Es will mir denn auch scheinen, daß für die von 
v. Nägeli studierten organischen Substanzen ähnliche Gesichts- 
punkte maßgebend sein könnten, wie es bei dem Fibrin der 
Fall ist. Meines Erachtens darf es als sehr wahrscheinlich 
betrachtet werden, daß auch die „kleinsten Teilchen“ der von 
v. Nägeli untersuchten Substanzen im gequollenen Zustande 
in ihren kolloiden Lösungen enthalten seien und daß somit die 
von v. Nägeli als Micelle bezeichneten kleinsten Teilchen seiner 
„Micellarlösungen“ als gequollene Elementarteilchen jener Sub- 
stanzen aufzufassen seien, so daß es sich dementsprechend bei den 
„Micellverbänden“ und den „krystallähnlichen Körpern“ des 
Autors um Verbände entquollener Elementarteilchen, bzw. ent- 
quollener Micelle, handeln würde. In diesem Sinne amendiert, 
würde die Lehre v. Nägelis, wie mir scheint, unserem Ver- 
ständnis nähergerückt worden sein, und sie würde ohne weiteres 
auf die betreffenden bei dem Fibrin vorliegenden Verhältnisse 





1) Diese Zeitschr. 73, 428, 1916. 
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übertragen werden können. Und umgekehrt würde man zu dem 
Schluß gelangen müssen, daß die bei dem Fibrin in dieser Be- 
ziehung ermittelten Verhältnisse nicht einzig dastehen, daß sie 
im Gegenteil auch für gewisse andere Biokolloide Geltung 


haben dürften. 
Es würde in dem vorentwickelten Gedankengang nur der 


Name „das Micell“ eine Begriffsabänderung erfahren müssen. 
Nun sind allerdings bekanntlich diesem Wort im Laufe der 
Zeit schon andere Bedeutungen beigelegt worden. So z. B. von 
v. Bemmelen?!) — von welchem Autor ja auBerdem das Wort 
„das Micell“ in „die Micelle“ bzw. „Mizelle“ umgetauft worden 
ist —, so von F. Krafft?) und von J. Duclaux?). Wo also 
mit dem Wort „Micell“ (bzw. Micel, Micelle, Mizelle) schon ver- 
schiedene Begriffe angedeutet worden sind, da dürfte es erlaubt 
sein, nochmals eine Begriffsabänderung vorzunehmen und zwar 


in dem vorerwähnten Sinne. 
Ich möchte also mit dem Namen „das Micell“*), inso- 


1) Die Vorstellung, die v. Bemmelen sich von seinen „Micellen“ 
bzw. „Mizellen“ gebildet hat, dürfte aus dem folgenden Passus (Gesam- 
melte Abhandlungen, S. 274) ersichtlich werden: „Die Koagulation ist 
eine weiter fortgeschrittene Trennung der Teilchen von Wasser (Pekti- 
sation), wobei sie jedoch noch halb flüssig bleiben und also eine größere Be- 
weglichkeit behalten. Wir können annehmen, daß diese halbflüssigen 
Kolloidteilchen sich mit Wassermolekülen zu einer zellenartigen Membran 
anordnen, und also eine Micelle bilden, die eine gewisse Form hat; 
weiter, daß diese Micellen an gewissen Stellen zusammenhängen und eine 
größere Membran bilden.“ 

2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 29, 1334, 1896: Über eine Theorie der 
kolloidalen Lösungen. Bei Krafft ist zwar nicht von Micellen, doch von 
„Protozellarbläschen“ die Rede; v. Bemmelen (l. c. 283) hat sich hierzu 
in der Weise geäußert, daß seine Mizelle „mit den Protozellarbläschen 
von Krafft übereinstimmen, ebenso das Micellargewebe mit dem Netze 
der Protozellarbläschen“. Ich werde übrigens später Gelegenheit haben, 
auf die Krafftsche Anschauung näher einzugehen. 

3) Journ. de chim. phys. 7, 405, 1909, wo es heißt: „L'expérience a 
montré que les particules d’un colloide ou Micelles sont formées d’une 
petite masse de matière insoluble agglomeree, électriquement chargée 
par un ou plusieurs ions (l’ensemble du noyau et de ces ions forment 
la granula) et garnie à l'extérieur d'une couche (ou revetement) con- 
tinue ou discontinue d'ions de signe contraire.“ 

4) Weil das Wort von v. Nägeli eingeführt worden ist, möchte ich 
den ursprünglichen Namen „das Micell“ beibehalten. Daß ich übrigens 
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weit es das Fibrin betrifft, das amikroskopische System: 
Fibrinsubstanz + Elektrolyt 4 Wasser, bzw. die mit 
einem Elektrolyten und Wasser geladenen Elementar- 
teilchen des Fibrins, also die zusammengesetzte dis- 
perse Phase, wie sie in den optisch leeren Fibrinsolen 
vorhanden ist, bezeichnen. — Dieser Bezeichnungsweise gemäß 
wären also die Fibrinalkali- und Säurehydrosole als „Micellar- 
lösungen“ zu betrachten. Dementsprechend könnten die Fibrin- 
elementarteilchen nach stattgefundener Entladung bzw. Entquel- 
lung!) entladene bzw. entquollene Micelle genannt werden. Die 
mehrerwähnten Fibrinultramikronen und Mikronen_ (längliche 
Punkte, kleinere und größere Nadeln, Fädchen) wären demnach 
als Längsverbände entladener bzw. entquollener Micelle zu deuten. 

Es können solche Längsverbände entquollener Micelle, wie 
schon mehrfach hervorgehoben worden ist, unter Umständen 
der Form nach wirklichen Krystallen täuschend ähnlich sehen, 
dermaßen, daß von Schimmelbusch?) ja sogar einzig auf 
Grund dieser Formähnlichkeit die „Fibrinausscheidungen“ als 
wirkliche Krystalle und der „Fibrinausscheidungsvorgang“ ohne 
weiteres als ein KrystallisationsprozeB aufgefaßt worden sind. 
Doch handelt es sich bei den betreffenden Erscheinungsformen 
ihrer Vorgeschichte, Struktur und ihren Eigenschaften nach um 
Pseudokrystalle bzw. krystallähnliche Gebilde, die mit den 
wirklichen Krystallen krystalloider Körper nicht auf eine Linie 
gestellt werden dürfen, indem ja außerdem früher?) dargetan wor- 
den ist, daß auch sonst der „Fibrinausscheidungsvorgang“ einen 
von einem gewöhnlichen Krystallisationsprozeß grundverschiede- 
nen Vorgang darstellt. — Um nun einerseits die Formähnlichkeit 
und andererseits den grundsätzlichen Unterschied der Verbände 
entladener bzw. entquollener Micelle mit den Krystallen krystal- 
loider Körper zum Ausdruck zu bringen, dürfte es sich emp- 


eben dieses Wort überhaupt zur Anwendung bringe, findet seine Ursache 
zum Teil auch darin, daß es sich in der Literatur behauptet hat, so daß 
eine neue Namengebung nun als überflüssig zu betrachten wäre. 

1) Die Entladung und Entquellung sind naturgemäß nicht stets 
synonym. Denn das Micell kann ja, den früheren Ausführungen gemäß, 
entquollen sein, d. h. seine Wasserladung verloren haben, während die 
Elektrolytenladung ganz oder teilweise zurückgeblieben ist. 

2) Virchows Archiv 101, 201, 1885. 

3) Diese Zeitschr. 73, 428, 1916. k 
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fehlen, sämtliche Längsverbände (längliche Punkte, Nadeln, 
Fädchen) Micellarkrystalle zu benennen. 

Dementsprechend könnte der zweiteilige Vorgang: die Ent- 
ladung bzw. Entquellung der Micelle und die Anordnung zii 
ultramikroskopischen und mikroskopischen Längsverbänden, also 
der „Fibrinausscheidungsvorgang“, als ein Micellarkrystal- 
lisationsprozeB bezeichnet werden. 

Vielleicht dürfen wir in der eingeschlagenen Richtung noch 
einen Schritt weiter gehen. Wie vorher schon bemerkt wurde, 
dürfte aus dem Umstande, daß die Fibrinmicelle während und 
nach ihrer Entladung bzw. Entquellung eine so ausgesprochene 
Neigung aufweisen, zu Längsverbänden zusammenzutreten —- 
welcher Vorgang sich ja bei den kleineren Verbänden unter unseren 
Augen fortsetzt!) — mit an Sicherheit grenzender Wahrschein- 
lichkeit geschlossen werden, daß jedes Einzelmicell im ent- 
quollenen Zustande eine langgestreckte Gestalt aufweisen muß’). 
Es könnten zutreffendenfalls die einzelnen entladenen bzw. ent- 
quollenen Micelle dann ja als die allerkleinsten, bis jetzt noch 
amikroskopischen Micellarkrystalle betrachtet werden. Es würde 
somit umgekehrt ein Fibrinmicell, also das System: Fibrinsub- 
stanz + Elektrolyt 4+- Wasser, auch als gequollener bzw. flüs- 
siger Micellarkrystall gedeutet werden können. Schließlich 
hätte man es dann also bei den optisch leeren Fibrinsolen mit 
flüssig-micellarkrystallinischen Lösungen zu tun?), und 
es wäre dem Kolloid Fibrin überhaupt eine micellarkrystal- 
linische Beschaffenheit beizumessen. 

Es können also unter Berücksichtigung der vorstehenden 


=. - — — 


1) Diese Zeitschr. 78, 370, 1916. 

2) Falls sich unerwarteterweise einmal herausstellen würde, daß die 
kleinsten Ultramikronen an sich schon entquollene Einzelmicelle dar- 
stellten, so würde diese Hypothese ja ohne weiteres zur Tatsache erhoben 
werden können. 

3) Was, wie mir scheint, ein neues Licht auf den Begriff „flüssiges 
Krystall“ werfen könnte. — Übrigens sei hervorgehoben, daß der Be- 
griff „flüssiges Micellarkrystall“ sich bloß auf einen besonderen Zu- 
stand der Micellarkrystalle bezieht. Er ist also jedenfalls nicht iden- 
tisch mit dem Begriff „flüssiges Krystall“ im Sinne O. Lehmanns und 
späterer Autoren. Es sei gestattet, hierzu auf die zusammenfassenden 
Übersichten von Lehmann selber (Kolloid-Zeitschr. 15, 65, 1914) und 
von W. Voigt (Zeitschr. f. physikal. Chem. 17, 76, 128, 1916) zu verweisen. 
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Ausführungen die bei dem Fibrin vorliegenden Verhältnisse 
folgendermaßen zusammengefaßt werden: 

1. Bei den in den optisch leeren Solen enthaltenen, 
unter Elektrolyteneinfluß wassergequollenen bzw. mit 
einem Elektrolyten und Wasser geladenen Fibrin- 
elementarteilchen handelt es sich um ein amikrosko- 
pisches System: Fibrinsubstanz 4 Elektrolyt -+ Was- 
ser, das kurz „Micell“ genannt werden kann. Indem 
die entladenen, entquollenen Micelle, also die — aller 
Wahrscheinlichkeit nach eine langgestreckte Gestalt 
aufweisende — Elementarteilchen des Fibrins an sich, 
als die allerkleinsten Micellarkrystalle gedeutet wer- 
den können, so dürfen die Micelle dementsprechend 
als flüssige Micellarkrystalle aufgefaßt werden. Es 
könnte ein optisch leeres Fibrinsol also ganz im 
allgemeinen, außer als z. B. disperses System, mit flüs- 
siger zusammengesetzter disperser Phase, auch als 
Micellarlösung oder flüssig-micellarkrystallinische 
Flüssigkeit bezeichnet werden. 

2. Es können die Micelle (bzw. flüssige Micellar- 
krystalle) unter dem bloßen Einfluß der Zeit oder in- 
folge eines durch äußere Einflüsse herbeigeführten 
geringen Wasserverlustes zusammenfließen (wobei das 
Zusammentreten der vermutlich sphäroiden Gebilde 
zu Längsverbänden bevorzugt sein mag), unter Bildung 
eines gallertartigen Gels. 

3. Es können die das gallertige Gel zusammen- 
setzenden, etwas abgequollenen Micelle (bzw. halb- 
flüssigen Micellarkrystalle) infolge eines weiteren 
Wasserverlustes in einen weit fortgeschrittenen Ent- 
quellungszustand (bzw. halbfesten micellarkrystal- 
linischen Zustand) übergehen. Dies bringt mit sich, 
daß das gallertige Gel in ein pektöses Gel verwandelt 
wird, in dem sich die Fibrinelementarteilchen bzw. 
die entladenen, entquollenen Micelle bzw. Micellar- 
krystalle in einem halbfesten Zustand und in gegen- 
seitigem Zusammenhang vorfinden. 

4. Schreitet der Wasserverlust (Abtrennung von 
Wasser; Pektisation) der insoweit entquollenen Micelle 
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(bzw. der halbfesten Micellarkrystalle) noch weiter 
fort, und zwar dadurch, daß man das pektöse Gel der 
Verdunstung aussetzt, so werden sie schließlich in 
einen entquollenen, ganz festen Zustand versetzt, mit 
der Folge, daB das zähe, elastische pektöse Gel in ein 
starres, brüchiges, steiniges Gel verwandelt wird. 

5. Es können die Micelle (bzw. flüssige Micellar- 
krystalle), wie sie in den optisch leeren Solen enthalten 
sind, auch unmittelbar in einen weit fortgeschrittenen 
Entquellungszustand, bzw.in den halbfesten micellar- 
krystallinischen Zustand, versetztwerden. Undzwarda- 
durch, daß ihnen ihr Quellungswasser bzw. ihre Wasser- 
ladung in einer rascheren, ausgiebigeren Weise, mehr 
in einem Guß, entzogen wird. Unter dem Einfluß 
von solchen Agenzien, die ihren Angriffspunkt in 
der Elektrolytenladung oder von solchen, dieihren An- 
griffspunkt in der Wasserladung finden. In diesem 
Fall kommt die Eigenschaft der Micelle (bzw. der Fi- 
brinelementarteilchen bzw. der kleinsten Micellar- 
krystalle), sich während und nach ihrer Entladung bzw. 
Entquellung vorzüglich in Längsrichtung anzuordnen, 
restlos zur Äußerung. Es werden ihre Längsverbände 
als längliche Ultramikronen und Mikronen, bzw. als 
ultramikroskopische und mikroskopische Micellarkry- 
stalle wahrnehmbar. Es setzt sich der Vorgang der 
Agglutination in Längsrichtung bei diesen kleineren 
und größeren Verbänden entladener, entquollener Mi- 
celle, bei den im Dunkel- und teilweise auch im Hell- 
feld sichtbaren Micellarkrystallen also, weiter fort. 
Und zwar dermaßen, daß schließlich nur allergrößte 
Verbände, bzw. Micellarkrystalle, eben die bekannten 
Fibrinfädchen, als Endresultat des Vorgangs gebildet 
werden, falls dem Aufbauprozeß keine Hindernisse in 
den Weg gestellt werden. 

6. Es kann der zweiteilige Vorgang: die „Ausschei- 
dung“ des Fibrins in Fädchenform aus seinen optisch 
loeren natürlichen und künstlichen Solen, kurz als ein 
Micellarkrystallisationsprozeß aufgefaßt werden. 

7. Indem die Fibrinfädchen, bzw. die größten Mi- 
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cellarkrystalle, ihrerseits wieder in allerhand Weisen 
zur Anordnung gelangen können, z. B. in Form einer 
Fasermasse, bilden sich pektöse Gele aus, die mit 
dem sub 3. erwähnten pektösen Gel grundsätzlich 
auf eine Linie gestellt werden können. Es gibt nur 
insoweit einen Unterschied, als die Anordnung der 
entladenen, entquollenen Micelle, bzw. der kleinsten 
Micellarkrystalle, eine etwas verschiedene ist. 

8. Auch die sub 7. erwähnten pektösen Gele können 
unter dem Einfluß des Eintrocknens in starre, steinige 
Gele verwandelt werden, welcher Vorgang auch hier dem 
Verlust des letzten Restes des Quellungswassers der 
Micellarkrystalle (durch Verdunstung) zugrunde liegt, 
indem naturgemäß zugleich das intermicellarkrystalli- 
nische Wasser verschwindet. 

9. Es kann der Verlust des intramicellaren Wassers 
bzw. der Wasserladung der Fibrinelementarteilchen 
(kleinsten Micellarkrystalle) bei dem Übergang eines 
optisch leeren Fibrinsols in ein pektöses Gel (es sei 
mit oder ohne Durchlaufen eines sichtbaren galler- 
tigen Zwischenstadiums) mit einem fast vollständigen 
Verlust der Elektrolytenladung verbunden sein, aber 
braucht das nicht notwendig zu sein. Ersteres trifft 
zu in dem Fall, wo das Sol in ein pektöses Gel ver- 
wandelt worden ist unter dem Einfluß solcher Agenzien, 
die dadurch einen (sekundären) intramicellaren Wasser- 
verlust bewerkstelligen, daß sie den Fibrinelementar- 
teilchen, bzw.kleinsten Micellarkrystallen, ihre Elektro- 
Iytenladung auf primärem Wege entziehen. In dem 
Falle jedoch, wo das optisch leere Sol (=Micellarlösung 
— flüssig-micellarkrystallinische Flüssigkeit) in ein 
pektöses Gel umgewandelt worden ist, unter dem Ein- 
fluß solcher Mittel, die den Fibrinelementarteilchen, 
bzw. kleinsten Micellarkrystallen, ihr Quellungs- 
wasser (intramicellares Wasser) auf primärem Wege 
entziehen, kann die Elektrolytenladung ganz oder teil- 
weisein den entquollenen Micellen (=Fibrinelementar- 
teilchen = kleinsten Micellarkrystallen) zurückbleiben. 
Das trifft naturgemäß auch dann noch zu, wenn das 
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pektöse Gel fernerhin infolge Verdunstung des Restes 
des intramicellaren Quellungswassers durch Eintrock- 
nungin ein starres, steiniges Gel verwandelt worden ist. 

Es können in dem letzten Fall dementsprechend 
das pektöse und das steinige Gel wieder in einen er- 
heblichen Quellungszustand zurückversetzt werden, 
wenn sie in (wenig) Wasser übertragen werden. Es 
wohnt eben in diesem Fall den entquollenen Micellen, 
bzw. den halbfesten und festen Micellarkrystallen, eine 
bedeutende Tätigkeit (Energia) inne, wie man sich, einen 
Ausdruck Grahams!) amendierend, ausdrücken könnte. 

10. Es kommen dem Fibrin sämtliche Merkmale zu, 
die von Graham als kennzeichnend für kolloide Sub- 
stanzen betrachtet worden sind?. Namentlich auch 
das negative Merkmal: „die Unfähigkeit, den krystal- 
linischen Zustand (d.h. den wirklich krystallinischen) 
anzunehmen.“ 

Es hat denn auch keinen Sinn, bei diesem Eiweiß- 
körpervoneinem „Kolloidzustand“ zu sprechen: es stellt 
das Fibrin eine kolloide Substanz ohne weiteres dar. 
Insoweit es das Kolloid Fibrin betrifft, dürfte also der 
berühmte und vielumstrittenene Satz Grahams: „Die 
Kolloid- und Krystalloidsubstanzen erscheinen wie 
verschiedene Welten der Materie und geben Anlaß zu 
einer entsprechenden Einteilung der Chemie“, auf- 
recht erhalten werden können. — Daß dasselbe auch 
für andere Biokolloide zutreffen könnte, darf, wie mir 
scheint, als wahrscheinlich betrachtet werden. 


1) Liebigs Annalen 121, 1, 1862, wo es heißt: „Der Kolloidzustand ist 
in der Tat ein dynamischer Zustand der Materie, während der krystallinische 
der statische ist. Der Kolloidsubstanz wohnt Tätigkeit (Energia) inne.“ 

®) Das gilt auch in betreff der Nichtdialysierbarkeit des Fibrins 
Wasser gegenüber. Es ist übrigens meine Absicht, auf diese Angelegen- 
heit demnächst an einer anderen Stelle etwas näher einzugehen, wobei 
ich dann zugleich Gelegenheit haben werde, den Fragen nach der näheren 
Natur des amikroskopischen Systems: Fibrinsubstanz 4 Elektrolyt + 
Wasser (= Micell = flüssiger Micellarkrystall) näherzutreten. 


nn nn 


Zur Kenntnis der Morphingewöhnung. 
II. Mitteilung’). 
Über die Speziflzität der Morphingewöhnung. 


Von 
Johannes Biberfeld. 

(Aus dem pharmakologischen Institut der Universität Breslau. 
Direktor: Geh.-Rat Prof. Dr. Pohl.) 
(Eingegangen am 31. Juli 1916.) 

Mit 6 Figuren im Text. 

Von den beiden Seiten des Problems, das uns der mensch- 
lische Morphinismus bietet, — einerseits die Toleranz großen 
Dosen gegenüber, andererseits die „Sucht“, das Hungern naclı 
dem Mittel, von denen die letztere ja das eigentliche Wesen 
der Erkrankung darstellt — ist tatsächlich nur die erstere einer 
Analyse durch das Tierexperiment zugänglich. Denn wenn auch 
gelegentlich in der Literatur (vgl. z. B. bei Faust) bei den an 
Morphin gewöhnten Tieren Symptome geschildert werden, die 
an das Streben der Morphinisten nach dem Gifte erinnern, so 
würde das doch, solbst wenn es stets zu beobachten wäre, kaum 
zur Förderung des Verständnisses eines so absolut im Psychi- 
schen liegenden Vorganges dienen können. In Wirklichkeit 
habe ich aber bei keinem der von mir im Laufe der letzten 
Jahre an Morphin gewöhnten 13 Hunde jemals etwas Derartiges 
zu sehen bekommen, weder bei den mit kleineren, noch bei 
den mit sehr großen Dosen behandelten. Die Tiere sträubten 
sich bis zuletzt genau so wie zu Anfang gegen die Injektion?). —- 








1) Vgl. diese Zeitschrift 70, 158. 

2) Auf Schmerz war das sicher nicht zurückzuführen; ich habe nie- 
mals eine Abscedierung erlebt. — Einzelne von meinen Hunden zeigten 
eigenartige Symptome, die wohl als Ausdruck von Angst aufgefaßt wer- 
den müssen; so fing der eine stets an stark zu speicheln, sobald er 
aus seinem Stalle zur Injektion geführt wurde, während er vorher und 
nach der Injektion ganz normal war. Ein anderer erbrach oft vor 
der Einspritzung oder würgte wenigstens Schleim hervor. 
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Eine volle Analogie zwischen Mensch und Tier existiert also 
auch hier nicht. Immerhin wird es doch nicht zu leugnen sein, 
daß die Sucht und die Vergrößerung der Toleranz, die ja beim 
Menschen meist quantitativ miteinander wachsen, auch in einem 
kausalen Zusammenhange stehen. Man kënnte sich beispiels- 
weise vorstellen, daß unter der ständigen Einwirkung des Al- 
kaloids vom Organismus Stoffe unbekannter Natur, vielleicht 
aus dem Morphin selbst, gebildet werden, die auf fast alle 
zentralen Wirkungsstellen des Morphins ebenfalls wirken, 
aber umgekehrt wie dieses, nämlich als Reiz. Dann 
wäre es denkbar, daß dieser Reiz als Unbehagen empfunden 
wird, und zwar als ein Unbehagen, das proportional der ge- 
wohnten Giftdosis anwächst, und nur durch erneute Narkoticum- 
zufuhr beseitigt werden kann. Die Erhöhung der Toleranz be- 
deutete dann natürlich weiter nichts, als daß der „Reizstoff“ 
durch seine antagonistische Wirkung die typischen Morphin- 
symptome erst bei größerer Dosis zum Vorschein kommen läßt. 
Wenn etwas Ähnliches wirklich in unserer Frage in Betracht 
komnit, so war anzunehmen, daß die auf diesem Wege erzielte 
Toleranz spezifisch ist, daß sie nur für Morphin selbst 
gilt. Denn wenn es auch möglich (aber keineswegs bewiesen) 
ist, daß z. B. Chloralhydrat im Großhirn auf dieselben Elemente, 
also Ganglienzellen, wie Morphin wirkt, so kann man doch 
durchaus nicht voraussetzen, daß die Art der Wirkung, d.h. 
die durch das Gift in den Zellen gesetzte chemische Änderung, 
bei beiden Substanzen dieselbe ist. Dagegen spricht vielleicht 
schon der große Unterschied in den zur Wirksamkeit erforder- 
lichen Dosen. Gibt es nun einen für Morphin antagonistischen, 
eventuell aus Morphin entstandenen Reizstoff, so durfte dieser 
nur diese Substanz paralysieren, nicht auch andere, ebenfalls 
auf Großhirn-Ganglien wirkende Substanzen!). — Diese Über- 








1) Ich glaube nicht, daß eine solche Auffassung wider die herrschen- 
den Grundsätze der Immunitätslehre verstößt. Denn wenn man auch 
noch so scharf zwischen der durch eiweißartige und der durch chemisch 
bekannte Substanzen erzeugten Giftfestigkeit unterscheidet (Produktion 
von übertragbaren Antikörpern usw.), so kommt man doch auch bei der 
Morphingewöhnung, welche Vorstellung immer man sich von ihr bilden 
mag, nicht um die Notwendigkeit herum, dem Zellprotoplasma neue che- 
mische Funktionen zu vindizieren, wie es die Seitenkettentheorie bei den 
‚ bakteriellen Giften tut. Wie sollte man sich z. B. nach der bekannten 
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legung war der experimentellen Prüfung am Tiere zugänglich, 
und ich habe deshalb festgestellt, wie sich Hunde, die an 
Morphin gewöhnt waren, gegen andere auf die Nerven- 
zentren wirkende chemische Substanzen verhalten. 

Für diesen Zweck mußte man naturgemäß verschiedene 
Gruppen von derartig wirkenden Substanzen, den „Narkoticis“ 
im weiteren Sinne, unterscheiden. Zuerst waren die Mittel zu 
untersuchen, deren hauptsächliche Wirkung sich in Form der 
Lähmung zentraler Funktionen zeigt. Und bei diesen mußte 
wiederum zwischen Alkaloiden und den Narkoticis der Fettreihe 
unterschieden werden. Denn wenn auch die Frage der soge- 
nannten Potenzierung im Sinne Bürgis noch keineswegs ent- 
schieden ist, so konnte sich doch der morphingewöhnte Organis- 
mus in dieser Hinsicht anders als der normale verhalten. — 
Sodann war auch zu untersuchen, wie sich unsere Tiere gegen 
solche Gifte verhielten, die die Zentren primär in den Zustand 
gesteigerter Erregbarkeit versetzen. 


Bei der Wahl von Alkaloiden, die in ihrer Wirkung 
dem Morphin ähnlich sind, also zentral primär lähmen, ist 
man, wenn man vorläufig von den direkten Morphinderivaten 
absieht, sehr beschränkt. Bei fast allen in Betracht kommenden 
Substanzen sind „Nebenwirkungen“ auf Zirkulation, Atmung usw. 
in so hohem Maße vorhanden, daß sie für unsere Zwecke ganz 
ungeeignet sind. Als noch am reinsten auf das Großhirn!) 


— in den letzten Jahren allerdings in ihrer experimentellen Grundlage 
erschütterten (vgl. bei K. Zahn) — Theorie, daß nämlich der morphin- 
gewöhnte Organismus das Gift und nur dieses schneller zerstöre, diese 
erhöhte Zerstörungsfähigkeit anders vorstellen? Es ist das doch eine genau 
so „vitale“ Reaktion wie die Produktion von Receptoren und deren Ab- 
stoBung ins Blut. Und ebensogut liegt auch die Möglichkeit vor, daß 
der Organismus die Fähigkeit gewinnt, das Morphinmolekül zu einem 
physiologisch umgekehrt wirkenden Stoff umzuwandeln. Der chemische 
Eingriff braucht vielleicht gar nicht so erheblich zu sein; ist doch schon 
das Codein (Methylmorphin) bei Tieren ein ausgesprochenes Reizgift. 

!) Als Maß für den Grad der erzielten Gewöhnung habe ich meinem 
Ziele entsprechend stets das Verhalten des Großhirns genommen. Das 
Ausbleiben der Allgemeinnarkose ist nach meiner Erfahrung das kon 
stanteste Symptom der Gewöhnung, während ich beispielsweise in einem 
Versuche feststellte, daß ein Hund auf 0,8 und 1,0 Morphin keine Nar- 
kose mehr, aber schon auf 0,4 typische Atemwirkung bekam. 
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wirkendes Mittel habe ich das Scopolamin in meinen Ver- 
suchen benutzt, über dessen zentral lähmende Wirkung eine 
ziemlich umfangreiche Literatur existiert (vgl. bei E. Hug und 
O. G. Kessel). Da eine genaue Dosierung für meinen Zweck von 
entscheidender Bedeutung ist, habe ich die eben wirksame 
Gabe bei normalen Tieren bestimmt; ich fand sie größer als 
M. Kochmann angibt, trotzdem ich stets frisch aus jeweils ge- 
öffneten Fläschchen bereitete Lösungen von Scopolaminum hy- 
drobromicum Merck benutzte. Z.B. in folgenden Versuchen: 
1. Normaler Hund, 12000; erhält 1 mg Scopolamin. subcut.: 
ganz wirkungslos. — Nach 3 Tagen, Gew. 11600, erhält er 2 mg 
Scopolamin; nach kurzer Zeit Unruhe; später Schlaf, der ca. 
1 Std. anhält. — Nach weiteren 5 Tagen, Gew. 13400, 3 mg 
Scopol. subcut. Nach ca. 30 Min. etwas Dyspnoe; nach 1 Std. Er- 
brechen. Später unsichere Zeichen von Müdigkeit (Blinzeln, 
Gähnen) — alles nicht sehr erheblich. — Auch später nichts. 
2. Normaler Hund, 10000; erhält 95 35’ 2 mg Scopolamin. 
hydrobromicum subc. Bis 10 nichts; 10b 10’ blinzelt, schließt 
manchmal auf kurze Zeit die Augen; 25’ läßt den Kopf sinken, 
kämpft sichtlich gegen den Schlaf; 40’ gähnt, heult manchmal 
auf. 50° Unruhe nimmt zu, gelegentlich kurzes Galoppatmen. 
11b wieder ruhiger, legt sich nieder. 11 10’ leichter Schlaf, 
erwacht bald wieder, geht umher, schläft wieder ein. 12% setzt 
sich auf; noch stark benommen. 125 30’ normal. 
Danach war als sicher narkotisch wirkende Dosis etwa 
2 bis 3 mg subcutan zu injizieren. — Das Verhalten der mor- 
phingewöhnten Tiere mögen folgende Versuchsprotokolle zeigen. 
3. Normale Hündin, 8000; erhält 5. VI. 1 mg Scopolamin. 
hydrobr. subc.; kurzdauerndes Galoppatmen; nach 50’ leichter 
Schlaf, der ca. 1/, Stunde anhält. Ca. 2 Std. nach der Injektion 
wieder normal. Am 7. VI. 3 mg Scopolamin.; nach '/, Std. 
Müdigkeit, dann bald Schlaf, später wechselnd Aufwachen und 
Schlaf. Nach ca. 5 Std. wieder normal. — Vom 9. VI. bis 3. VII. 
Gewöhnung an Morphin durch subcut. Injektion steigender Mengen; 
am 3. VII. Gew. 6800 ruft 0,8 Morphin keine Symptome her- 
vor. Am 5. VII. 3 mg Scopolamin. subcut.; nach ca. 15’ Schlaf; 
später Dyspnoe, Heulen. Nach ca. 5 Std. normal. — Das an 0,8 
Morphin (mehr als 0,1 pro kg) gewöhnte Tier reagiert 
auf 3 mg Scopolamin ebenso wie vor der Gewöhnung. 
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4. Hund, 9400, erhält vom 24. III. an Morphin; 6. V. Gew. 
8000, 0,3 Morphin, Defäkation, sonst nichts; 7. V. 0,32, 8. V. 
0,36, 10. V. Gew. 7600 0,4 Morphin, ohne Wirkung. Am 
11. V. Gew. 7600, 2 mg Scopolamin. hydrobr.; nach kurzer 
Zeit Halluzination, Dyspnoe, Ataxie, Unruhe. — Vom 
14. V. an täglich 0,4 g Morphin bis zum 25. V. Am 26. V. 
Gew. 7000; 1,5 mg Scopolamin. hydrobr. subc.; nach 5’ Ataxie, 
Dyspnoe, später ruhiger; nach ca. 40’ Schlaf, der etwa 1 Std. 
anhält; nach 3 Std. normal. 

Durch den Verlauf dieser Versuche ist bewiesen, daß 
morphingewöhnte Hunde auf Scopolamin allein ebenso 
reagieren wie normale — Nach diesem Ergebnis war es 
interessant festzustellen, wie die gewöhnten Tiere sich verhielten, 
wenn man ihnen zugleich mit der gewöhnten, also unwirksamen 
Morphinmenge noch eine wenig oder gar nicht wirksame Sco- 
polamindosis einspritzte.e Denn wenn auch das Morphin allein 
nicht zentral lähmte, konnte es doch die Scopolaminwirkung 
verstärken; liegen ja doch Angaben in der Literatur vor, daß 
an sich ganz indifferente Alkaloide in Kombination mit anderen 
deren Wirkung erheblich steigern sollen. — Im folgenden Ver- 
such war aber keine derartige „Potenzierung“ zu sehen. 

5. Hund 9400 (vgl. Vers. 4) erhält vom 24. III. an stei- 
gende Morphindosen; am 3. V. Gew. 7800, auf 0,3 Morph. keine 
Reaktion. Am 4. V. Gew. 7700, erhält 0,3 Morphin + 1 mg 
Scopolamin. subc.; nach kurzer Zeit legt er sich hin; Zuckungen; 
später leichter Schlaf (durch Anstoßen zu erwecken) mit Zittern. 
— Nach 2?/, Std. richtet er sich spontan auf. — Also im ganzen 
nicht viel anders, wie sich beispielsweise der Hund von Vers. 3 
auf die gleiche Scopolaminmenge benommen hat. 

Die weiteren Versuche galten der Feststellung, wie sich 
die morphingewöhnten Hunde gegenüber einem nar- 
kotisch wirkenden Morphinderivat verhielten. Als ein 
solches war wegen der bekannten Krampfwirkungen der an- 
deren überhaupt wirksamen Opiumalkaloide auf Tiere nur das 
sogenannte Heroin, das Diacetylmorphin, brauchbar. — Da 
nur wenige Angaben über die Dosen dieses Alkaloids für Hunde 
zu finden waren, habe ich folgende Normalversuche angestellt: 

6. Normaler Hund, 12600, erhält 9b 30’ 0,075 Heroin. 
hydrochl. subc.; 35’ Müdigkeit; 45’ 20 Atemzüge in der Minute; 
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55’ leichter Schlaf; wenn aufgeweckt, kann er sich nicht auf 
den Beinen halten. Die Ataxie dauert bis ca, 106 45’, dann 
ziemlich bald normal. 

7. Normaler Hund, 9600, erhält 9b 10’ 0,25 Heroin. hy- 
drochl. sube.; 15’ deutliche Zeichen von Müdigkeit, später Ataxie. 
50’ Schreckhaftigkeit. Später leichter Schlaf, der bis zum Nach- 
mittag anhält; dann langsame Erholung. Die zentralnarkotische 
Wirkung des Heroins ist bei Hunden also gering; als Dosis 
mußte mindestens 0,1 genommen werden’). 

Über das Verhalten der morphingewöhnten Tiere seien fol- 
gende Versuche angeführt: 

8. Hund, 8800, erhält vom 12. VII. an Morphin in stei- 
genden Mengen. Am 10. VIII. 1,0 Morphin, nur Müdigkeit. 
13. VIII. Gew. 6800, 1,0 Morphin, nur Müdigkeit. 16. VIII. 
96 50’ 0,1 Heroin subc., um 10ħ läßt er den Kopf sinken; 
10b 10’ leichter Schlaf, Defäkation. Gegen 11h unruhig, leises 
Heulen; später wieder Überwiegen der Schläfrigkeit. 12h 30’ normal. 

9. Hund, 9400 (vgl. Versuch 4 u. 5), erhält vom 24. III. an 
Morphin; am 8. VI. Gew. 7400; 0,72 Morphin, keine Symptome; 
10. VI. Gew. 7000, 95 35’ 0,25 Heroin. hydrochl. subec.; nach 
10’ Unruhe, Schreckhaftigkeit. 9b 50’ Ataxie, taumelt umher; 
zeitweise Schlaf. — Der Zustand dauert nur kurze Zeit. 

Wenn auch in dem zuletzt angeführten Versuche die Re- 
aktionsfähigkeit des gewöhnten Tieres etwas vermindert er- 
scheint, so geht doch aus diesen Versuchen mit Sicherheit her- 
vor, daß die erzielte Gewöhnung an sehr hohe Morphindosen die 
_Großhirnzellen nicht vor der Heroineinwirkung schützt. Die 
Gewöhnung an Morphin ist also derart spezifisch, daß 
sie selbst einem so nahen Verwandten des Gewöhnungs- 
giftes gegenüber, wie es das Heroin ist, versagt’). 

Als ein Krampfgift habe ich das Cocain genommen. 
Beim normalen Tiere schützt hier Morphin vor der sicher töd- 
lichen Dosis: 


1) Vgl. auch bei H. Langer. 

2?) Ähnlich verlief auch ein Versuch mit Apomorphin; ein Hund, 
der auf 0,2 Morphin nur Müdigkeit zeigte, erbrach am Tage darauf 
auf 5 mg Apomorphin. — In einem anderen Versuche (wirkungslose 
Morphindosis —= 0,8 g) riefen allerdings 5 mg Apomorphin bei einem Ge- 
wicht von ca. 7,5 kg kein Erbrechen hervor. 
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10. Normaler Hund, 13600 g, erhält 115 35’ 0,2 Mor- 
phin, subc.; Defäkation 50’ Schlaf. 55’0,2 Cocain subc. 57’ 
Unruhe, hebt manchmal den Kopf. Etwas später abwechselnd 
Unruhe und Schlaf; Miosis. 125 15’ Ausbruch von typischen 
Cocainkrämpfen, Mydriasis. — Später liegt er ruhig, etwa 
wie ein Hund mit kleiner Morphindosis; schreckhaft. — Am 
Nachmittag ruhig; am nächsten Tage normal; frißt. — 9 Tage 
nach der ersten Injektion (Gewicht 13500 g) erhält er 0,2 Co- 
cain 105 15’ subc.; nach 2’ starke Unruhe; 105 22’ schon 
heftige Dyspnoe. 27’ Krampfanfall: tetanische und Rollkrämpfe 
usw. Dieser Zustand dauert bis 10 50’, dann kurze Zeit 
Ruhe; nachher wiederum Ausbruch von Krämpfen und Dyspnoe. 
Und so wechselt das Befinden zwischen Ruhe und Krampf- 
anfällen. Gegen 2h}. 

Beim morphingewöhnten Tiere ist der Schutz durch Mor- 
phin aber nicht vorhanden: 

11. Junger Hund; vom 25. X. ab an Morphin gewöhnt. 
10. XII. Gewicht 4300 g; 4b 10’ 0,2 Morphin; keine Wir- 
kung. 45 20’ 62,5 mg Cocain; 25’ Unruhe, 27’ Krampf- 
stellung, 32’ fast unaufhörliche klonische Zuckungen, maximale 
Mydriasis. Gegen 5% werden die Krämpfe schwächer, 5b 2’ 
Tod an Atmungslähmung, Herz schlägt noch; künstliche Atmung 
erfolglos. 

Trotzdem also in diesem Versuche viel mehr Morphin pro 
Kilogramm (ca. 0,05 gegen 0,015) als in Versuch 10 gegeben wurde, 
war die gleiche Cocaindosis (15 mg pro Kilogramm) hier tödlich.?) 


Ebenso spezifisch wie gegen die Alkaloide war die Mor- 
phingewöhnung gegen Narkotica der Fettreihe?) Hier 
habe ich seiner geringen sonstigen Wirkungen wegen das 
Veronal, in Form des wasserlöslichen Veronalnatriums, als nar- 
kotisierendes Mittel benutzt. 

Bei normalen Tieren lag die sicher schlafmachende Dosis 
bei 1 g subcutan. — Für das Verhalten der gewöhnten Tiere 
seien folgende zwei Versuche angeführt. 

1) Ebensowenig wird nach meiner Erfahrung ein Hund durch fort- 
gesetzte Cocaininjektionen morphinfest. 

2?) Einigen Angaben in der neueren Literatur entsprechend, ver- 
suchte ich es auch, Magnesiumsulfat als Allgemeinnarkoticum zu be- 
nutzen. Doch eignete es sich für meinen Zweck nicht, da die Großhirn- 


wirkung nicht konstant genug war. 
Biochemische Zeitschrift Band 77. 19 
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12. Hund, 7800, vom 11. III. an mit Morphin behandelt. 
— 1. V. Gew. 8000; 1,0 Morphin sbc., keine erkennbare Wirkung. 
— 3. V. Gew. 7500; 1.0 Morphin, keine Wirkung. — 4. V. Gew. 
7300; 0,8 Morphin (wegen der starken Gewichtsabnahme); 5. V. 
7300; 0,8 Morphin, keine Wirkung. 6. V. 7900; 1,0 Veronal- 
natrium (15 ccm Wasser) subceutan um 10} 35’; 11b Mü- 
digkeit, 11 30’ Schlaf, 12h tiefer Schlaf, der bis gegen 
Abend anhält, dann langsames Erwachen. — 8. V. Gew. 7600: 
0,8 Morphin, keine Wirkung. 9. V. Gew. 8600; 1.0 Morphin; 
keine Wirkung. 

13. Normaler Hund, 8800, erhält am 8. VII. 1,1g Vero- 
nalnatrium subcutan um 9545’; 10615’ etwas müde, 5w 
leichten Schlaf, 12 ziemlich tiefer Schlaf; der Schlaf hält den 
Tag über an, am Nachmittag ist er aber schon durch Berühren 
zu unterbrechen. Am 9. VII. normal. — Vom 12. VII. ab wird 
das Tier an Morphin gewöhnt (vgl. Versuch 8); 24. VII. Gew. 
7100. 0,8 Morphin subc., nichts. — 26. VII. Gew. 7200, 1,0 Mor- 
phin, Müdigkeit. — 28. VII. Gew. 7400, 1,0 Morphin, Müdigkeit, 
nach ca. 1 Std. Defäkation, bald darauf Erbrechen. — 29. VII. 
Gew. 6600; 0,55 Veronalnatrium um 1015’ subc.; um 
11b Müdigkeit, 20’ leichter, um 12h tiefer Schlaf, der 
bis ca. 3b anhält; dann wieder munter. — 30. VII. Gew. 
6300; keine Injektion. — 31. VII. Gew. 6900; 1,0 Morphin, 
nur geringe Müdigkeit. 

In dem letztangeführten Versuche hat eine Dosis von 
0,5 Veronal (= 0,55 Veronalnatr.) bei dem an 1,0 Morphin 
gewöhnten Tiere ungefähr die gleiche Wirkung gezeigt wie die 
doppelte Dosis bei demselben Tiere vor der Gewöh- 
nung. Also nicht nur keine Abstumpfung, sondern eher eine Er- 
höhung der Empfindlichkeit des Großhirns gegen das Narkoticum. 


Die Bestimmung der Wirksamkeit von narkotisch wirken- 
den Substanzen, sowohl Alkaloiden, als auch einer Substanz 
der Fettreihe bei Hunden, die an große Dosen Morphin ge- 
wöhnt waren, hat demnach ergeben, daß die Gewöhnung des 
Großhirns der Tiere durchaus spezifisch ist. Es behält seine 
Empfindlichkeit sogar den Derivaten des Morphins gegenüber). 


1) Ob und wie weit diese Tatsache auch für den Menschen gilt, ist 
von vornherein nicht zu sagen; sie widerspricht der klinischen Erfah- 
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Die so ermittelte Tatsache steht im Einklange mit der ein- 
gangs erörterten theoretischen Auffassung von dem Wesen der 
Morphingewöhnung, speziell der Toleranz gegen die hohen Dosen | 
des Giftes?). 


Während der Vorbereitung der Versuche über die Mor- 
phingewöhnung habe ich auch nachgesehen, ob die Zufuhr von 
Lipoiden den Verlauf der Gewöhnung in irgendeiner Richtung 
beeinflussen kann. Es war ja möglich, wenn auch vielleicht 
nicht wahrscheinlich, daß in größerer als der normalen Menge 
kreisende Lipoide, bei der bekannten Beziehung solcher Stoffe 
zur Narkose, die Gewöhnungskurve abänderten. Wie der fol- 
gende Versuch lehrt, war das bei Cholesterin-Fütterung 
(zum Teil Merck’sches, zum Teil aus Hundehirn selbst darge- 
stelltes Cholesterin) nicht der Fall. 

14. Hund, 3400, erhält vom 29. X. 15 an Morphin; am 
1. II. 16 Gew. 6000; 0,4 Morphin haben keine Wirkung, weder 
auf Großhirn, noch auf die Atmung. — 2. II. 1,0 Cholesterin 
im Futter; nach einigen Stunden 0,4 Morphin subc.: keiner- 
lei Wirkung. — 3. II. 2,0 Cholesterin im Futter; 0,4 Mor- 
phin haben keine Wirkung. — 4. II. Gew. 6700; 3,0 Chole- 
sterin im Futter; 0,4 Morphin, nach ca. !/, Std. diarrhoische 
Kotentleerung; sonst keine Wirkung. 


Wie bekannt, tauchen in der Literatur immer wieder An- 
gaben über Versuche auf, die die Existenz von irgendwelchen 
„Immunsubstanzen“ im Blute von Tieren beweisen sollen, die 


rung jedenfalls nicht. Denn diese zeigt, so gelegentlich mancher Ent- 
wöhnungskuren, daß z. B. Schlafmittel der Fettreihe bei den Morphi- 
nisten wirksam sind. 

1) Die entwickelte Auffassung steht auch gut im Einklang mit der 
Feststellung H. Langers, daß es beim Heroin eine Gewöhnung an die 
narkotische Komponente der Heroinwirkung, nicht aber eine solche 
an die erregungssteigernde gebe. Der Organismus erzeugt auch 
beim Heroin unter dem Einfluß fortgesetzter Injektionen eine die Nar- 
kose paralysierende Substanz, die dann natürlich die Krampfwirkung 
nicht beeinflussen kann. Eine Gewöhnung an Krampfgifte scheint es 
überhaupt nicht zu geben, so sind Frösche, bei denen Morphin haupt- 
sächlich erregend wirkt, nicht an dieses zu gewöhnen (Hausmann) und 
ebensowenig Hunde an Kodein (Bouma). 

19* 
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an Alkaloide (außer Morphin z. B. Strychnin) gewöhnt wur- 
den!). Einer Nachprüfung hat bisher keine dieser Behauptungen 
'standgehalten. Immerhin war es ja gerade nach der oben 
dargelegten Anschauung möglich, daß sich die Resistenz gegen 
Morphin durch das Blut der Immuntiere auf andere über- 
tragen lasse. Ich habe deshalb einige Versuche in dieser 
Richtung angestellt. — Wenn ich das „Morphinisten“-Serum 





Kurve 1. Kaninchen 2700; Atmung aus einer Trachealkanüle registriert; 
Blutdruck: Abscisse (Zeitschreibung) = 9 cm Hg. 5 normale Kurve 
vor der Injektion. Versuch 17a. 





Kurve 2. 8 Minuten nach der 1. Serum- 
injektion. Versuch 17b. 


1) Vergl. die Literatur bei A. Valenti. 
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Versuch 18b. Morphininjektion. 


Kurve 6. 





a 


Kurve 5. Versuch, 18a. 


subcutan injizierte, zeigte 
sich seine Wirkungslosigkeit 
sehr bald, z. B.: 

15. Kaninchen, 2200, er- 
hält 10b 45’ 10 ccm Serum 
eines Hundes, der vom 20. X. 
15 bis 15. Il. 16 im ganzen 
ca. 15 g Morphin bekommen 
hatte und auf 0,4 g (bei einem 
Gewicht von 5800) keine Sym- 
ptome zeigt. 115 24° werden 
0,02 Morphin in eine Ohrvene 
gespritzt; typische Morphin- 
wirkung auf die Atmung (von 
der Nase aus am intakten 
Tiere registriert). 

16. Katze, 2200, erhält 
106 30° 10 ccm desselben 
Serums und 115 30’ nochmals 
10 ccm, zusammen mit 0,05 
Morphin subcutan. 11h 50’ 
typische Morphinwirkung: 
Raserei, Mydriasis. — 43 t. — 
Und ebenso war es bei einem 
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Hunde. — Anders schien es aber zu sein, wenn ich das Serum 
intravenös injizierte: | 

17. Kaninchen 2700 g; 5» Injektion von 2,5 cem Morphin- 
serums — 2,5 ccm Ringer in eine Vene; Blutdruck sinkt etwas, 
Atmung unbeeinflußt; 5b 13° nochmals intravenöse Injektion 
von 5 ccm der Mischung Serum — Ringer; keine Kurvenänderung. 
5h 32’ 0,02 Morphin intravenös: Atmung nicht verlang- 
samt; 5b 39’ noch 0,02 und 49’ 0,04 Morphin bringen nur 
geringes Seltenerwerden der Atemzüge, keine typische Morphin- 
wirkung hervor (vergl. Kurve 1 bis 4). 

Diese Hemmung durch Morphinistenserum war aber nicht 
konstant: 

18. Kaninchen, 2200 g; 11® 40’ bis 55’ Injektion von 
5 ccm Morphinserum (+ 5 cem Ringer) in eine Ohrvene; während 
und kurz nach der Injektion etwas Dyspnoe, dann frißt das 
Tier wieder. 12b 34’ Atmung am intakten Tier von der Nase 
aus registriert; 12 b 40° 0,02 Morphin: typische Morphinwirkung 
auf die Atmung; Narkose (vergl. Kurve 5 und 6). 

Ich halte demnach die Übertragbarkeit der Morphinimmu- 


nität nicht für bewiesen t). 


Bei einigen meiner morphingewöhnten Tiere habe ich zu 
ermitteln gesucht, wie lange die Toleranz gegen die hohen 
Dosen noch nach Aussetzen der Injektionen erhalten bleibt. — 
Macht man eine kurze Pause (2 bis 3 Tage), so sieht man 
keine Änderung, weder im Wesen der Tiere, noch in der Tole- 
ranz gegen*die vorher gespritzte Dosis?). Anders aber ist es, 
wenn man 10 Tage ohne Injektion verstreichen läßt: 


1) Selbstverständlich ist durch die Inkonstanz dieser Resultate 
keineswegs bewiesen, daß im Blute der immunisierten Tiere keine die 
Morphinwirkung paralysierende Substanz vorhanden ist. Es ist ja tech- 
nisch unmöglich, auch nur einen erheblichen Teil des supponierten, im 
Gesamtblute vorhandenen Körpers zu übertragen, abgesehen davon, daß 
er bei den notwendigen Manipulationen (Defibrinieren, Absetzenlassen 
der roten Blutkörperchen) möglicherweise in Verlust gerät. 

2?) A. Valenti beschreibt eine Reihe von „Abstinenzerscheinungen“ 
an der Zirkulation von Hunden; seine mitgeteilten Versuchsprotokolle 
sind wenig überzeugend. — Meine Befunde an Hunden stehen auch in 
einem gewissen Gegensatz zu denen Cloettas an Ratten und Tauben 
(S. 480). 
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19. Hund, 7800 g, erhält vom 11. III. an Morphin; 24. V. 
Gewicht 7600 g; 0,8 Morphin, ohne Wirkung. Bis zum 5. VI. 
keine Injektion. 5. VI. Gewicht 7000 g; 0,8 Morphin; nach 
20’ starke Müdigkeit, etwas später volle Morphin- 
wirkung. (Erbrechen war bei diesem Hunde auch bei der 
1. Injektion nicht aufgetreten) — 6. VI. Gewicht 6400 g, 
0,8 Morphin subc.; nur kurze Zeit leichter Schlaf. — 7. VI. 
Gewicht 6600 g; 0,8 Morphin, keine Wirkung. — Auch an 
den nächsten Tagen treten auf die gleiche Dosis keine Sym- 
ptome auf. 

Nach 10 Tagen war also ein Teil der Gewöhnung ver- 
loren gegangen; das Großhirn reagierte wie normal. Trotzdem 
aber ist das Tier noch nicht als normal anzusehen; denn eine 
Dosis von mehr als 0,1 Morphin pro Kilogramm würde bei 
den meisten Hunden wahrscheinlich letal sein. Ferner erlangte 
das Tier nach zwei weiteren Injektionen seine erste Toleranz 
wieder. 


Zusammenfassung. 


1. Die durch lange fortgesetzte Injektionen bei 
Hunden erzeugbare Gewöhnung an Morphin ist spezi- 
fisch; sie besteht nicht einmal dem Diacetylmorphin 
gegenüber. 

2. Fütterung von Lipoid (Cholesterin) beeinflußt den Ab- 
lauf der Gewöhnung nicht. 

3. Immunisierende, übertragbare Substanzen lassen sich 
nicht konstant im Blute der gewöhnten Tiere nachweisen. 

4. Nach ca. 10 Tagen Pause reagiert das Großhirn ge- 
wöhnter Tiere wieder auf Morphin; doch ist noch ein gewisser- 
maßen latenter Gewöhnungszustand vorhanden. — Abstinenz- 
erscheinungen wurden nicht beobachtet. 
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Beiträge zur Kenntnis der Bestandteile des Wollfetts. 
Von 
F. Röhmann. 


(Aus der chemischen Abteilung des physialogischen Instituts zu Breslau.) 
(Eingegangen am 16. August 1916.) 


Von Oscar Liebreich!) war angegeben worden, daß die 
„Fette der Haut“, besonders auch die des Menschen, „Chole- 
sterinfette“ seien. Zum Beweise berief er sich auf die Unter- 
suchungen von Hartmann? und E. Schulze?) über das 
Wollfett und die Ergebnisse eigener Beobachtungen, die ihm 
gezeigt hatten, daß die Vernix caseosa neben einer in Acet- 
essigsäure- und Äthylacetessigsäureäther löslichen Substanz, die 
die Liebermann-Burkhardsche Reaktion gab (Cholesterin?), 
noch einen in diesen Lösungsmitteln schwerer löslichen Anteil 
enthielt, der die gleiche Reaktion zeigte und, wie er annahm, 
aus Cholesterinestern der Fettsäuren bestand. 

Die Angaben O. Liebreichs erregten mein Interesse, als 
ich gefunden hatte, daß das Sekret der Bürzeldrüse*), die als 
ein Homologon der Talgdrüsen zu betrachten ist, und zwar 
sein löslicher öliger Anteil, im wesentlichen nicht aus Chole- 
sterinestern, sondern aus den Estern des Oktadezylalkohols be- 
stand, neben denen sich auch in geringerer Menge solche des 


1) Oscar Liebreich, Über das Vorkommen des Lanolins im 
menschlichen Organismus. Virchows Archiv 121, 383, 1890. Arch. f.d. 
ges. Physiol. 1890, 363. 

2) Fritz Hartmann, Über den Fettschweiß der Schafwolle. 
Inaug.-Diss. Göttingen 1868. 

3) Ernst Schulze, Über die Zusammensetzung des Wollfettes. 
Journ. f. prakt. Chem. [2] 7, 163, 1873; 9, 321, 1874. Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges. 31, 1200, 1898. 

4) F. Röhmann, Über das Sekret der Bürzeldrüse. Beiträge z. 
chem. Physiol. u. Pathol. 5, 110, 1904. 
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Cetylalkohols fanden. Ich veranlaßte deshalb P. Linser'), da- 
maligen Assistenten der Kgl. Hautklinik von A. Neisser, die 
Angaben von O.Liebreich nachzuprüfen. Seine Untersuchungen 
ergaben, daß zwar die Keratingebilde der Haut, wie das Horn 
von Rindern, Hufspäne und anderes, freies Cholesterin enthalten, 
daß aber der Hauttalg, d.h. das Sekret der Talgdrüsen, nicht 
ohne weiteres als Cholesterinfett zu betrachten ist. Es lieferte 
bei der Verseifung nur kleinere Mengen Cholesterin neben grö- 
Beren Mengen eines festen, krystallinischen, bei 64 bis 65° 
schmelzenden Körpers und einem öligen Anteil. Hier konnte 
zwar das Cholesterin esterartig gebunden sein, trat aber in 
seiner Menge hinter anderen Bestandteilen zurück. 

Nun sollte aber nach den Angaben von E. Schulze auch 
das Wollfett, das bekanntlich ein Gemisch von Produkten der 
Talgdrüsen und den Absonderungen der übrigen Haut darstellt, 
Ester des Cholesterins und: des Isocholesterins enthalten. War 
dies richtig, so schien es nicht ohne Wert, diese Ester als 
solche aus dem Wollfett darzustellen. Die Hoffnung, daß dies 
gelänge, war gegeben durch die mir aus früheren Versuchen 
bekannte Tatsache, daß die Cholesterinester sich durch ihre 
geringere Löslichkeit von Cholesterin, Fettsäuren und Fetten 
trennen lassen. Ich veranlaßte deshalb einen anderen Assi- 
stenten der A. Neisserschen Klinik, Herrn Dr. K. Siebert, 
die Darstellung der Cholesterinester aus dem Wollfett zu unter- 
nehmen. Die Versuche, die ich nach einiger Zeit allein weiter- 
zuführen gezwungen war, gestalteten sich zu einer Nachprü- 
fung der Angaben, die E. Schulze und später besonders 
‚L. Darmstädter und J. Lifschütz über die Zusammensetzung 
des Wollfettes gemacht haben. Sie beziehen sich einesteils auf 
die im Wollfett enthaltenen Alkohole, anderenteils auf die mit 
ihnen esterartig verbundenen oder freien Säuren. Was die 
ersteren betrifft, so schien mir im Hinblick auf meine von 
Bürzeldrüsen gemachten Beobachtungen der besonderen Be- 
achtung wert die von E. Schulze gemachte Angabe, daß 
das Wollfett neben Cholesterin und Isocholesterin in nicht un- 
beträchtlicher Menge noch andere Alkohole enthält. Ihre Cha- 


1) P. Linser, Über den Hauttalg bei Gesunden und bei einigen 
Hauterkrankungen. Habilitationsschrift, Tübingen 1904. 
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rakterisierung gelang E. Schulze nicht. Nach Darmstädter 
und Lifschütz!) handelt es sich um Ceryl- und Carnaubyl- 
alkohol. In bezug auf die Säuren machte bereits E. Schulze 
darauf aufmerksam, daß das Wollfett neben Palmitin- und Stearin- 
säure noch kohlenstoffreichere Säuren enthält, von denen er 
vermutet, daß es Cerotinsäure und Hyänasäure seien. Darm- 
städter und Lifschütz sind der Ansicht, daB das Wollfett 
überhaupt keine Palmitin- und Stearinsäure enthalte. Auch 
sie fanden in kleineren Mengen Cerotinsäure, hauptsächlich 
aber Carnaubasäure, ferner Myristinsäure und eine neue, von 
ihnen Lanopalminsäure genannte Säure der Formel C ,H.,0,- 
Außerdem enthalte das Wollfett eine Dioxysäure von der For- 
mel C,,H,,0,, die „Lanocerinsäure* und zwei verschiedene, 
aus ihr entstehende Anhydride C,,H,,O,. Alle diese Körper 
bilden mehr oder weniger das Wollwachs, d. h. den festeren 
Anteil des Wollfetts, der sich durch Behandlung mit Alkohol, 
Aceton, Amylalkohol und andere von einem öligen Anteil des 
Wollfetts, der dessen Hauptmenge ausmacht, abtrennen läßt. 
Die Bestandteile des letzteren sind so gut wie unbekannt. 

Unsere Beobachtungen bestätigen diese Angaben insofern, als 
das Wollwachs aus Estern besteht, die als Alkohol Cholesterin 
enthalten und in einer je nach der Darstellung wechselnden 
Menge ein Gemisch von Alkoholen der Fettreihe und zwar 
Cerylalkohol neben anderen Alkoholen mit geringerem Kohlen- 
stoffgehalt. Das Vorhandensein eines Carnaubylalkohols halte ich 
nicht für nachgewiesen. Auch von der Existenz eines Iso- 
cholesterins als einer einheitlichen Verbindung konnte ich mich 
nicht überzeugen. Die Fettsäuren sind nach meiner Meinung. 
Cerotinsäure, Stearinsäure, Palmitinsäure in den mehr oder 
weniger festen Anteilen des Wollfetts. Die weicheren Anteile 
enthalten neben freiem Cholesterin ein bisher nicht näher unter- 
suchtes Alkoholgemisch von öligem Charakter und als Säuren 
anscheinend Stearinsäure, Palmitinsäure, eine optisch aktive 
Säure („Oxystearinsäure“?) und „Harzsäuren“. In dem Säure- 
gemisch, das aus den festeren Anteilen des Wollfettes erhalten 
wird, findet sich regelmäßig in kleiner Menge ein schwer lös- 


1) L. Darmstädter und J. Lifschütz, Beiträge zur Kenntnis 
der Zusammensetzung des Wollfettes. Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 28, 
3133, 1895; 29, 618, 1474, 2890, 1896; 81, 97, 1122, 1898. 
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licher, bei 103° schmelzender Anteil, der dem „Anhydrid der 
Lanocerinsäure“ entspricht. Eine „Lanocerinsäure“ habe ich 
im Wollfett nicht gefunden. Ebenso wie den „Carnaubylalko- 
hol“ betrachte ich auch die „Carnaubasäure“ als ein Gemisch, 
und zwar als ein Gemisch von Cerotinsäure mit kohlenstoff- 
ärmeren Fettsäurenr Die „Myristinsäure“ scheint mir eben- 
falls nur ein Gemisch niedriger schmelzender Säuren zu sein. 


I. Über das Wollwachs, „das Lanocerin“. 


Das im Handel vorkommende Wollfett!) enthält bekannt- 
lich neben den von der Haut des Schafes gebildeten Pro- 
dukten die Fettsäuren der zur Wollwäsche benutzten Seifen, 
die sich beim Ansäuern der Wollwaschwässer zusammen mit 
den aus der Schafwolle stammenden, in Wasser unlöslichen 
Bestandteilen abscheiden. Diese Fettsäuren lassen sich an die 
Basen der Erdalkalien und Metalle binden. Extrahiert man 
dann mit einem geeigneten Lösungsmittel, z. B. Aceton, unter 
Erwärmen, so geht das „reine Wollfett“ in Lösung?). Aus 
dieser Lösung scheidet sich beim Erkalten ein schwerer lös- 
licher Anteil ab, der eine salbenartige Beschaffenheit hat und 
infolge eines gewissen Gehaltes an harzigen Bestandteilen etwas 
zäh und klebrig ist, der Hauptbestandteil des „Lanolins“. Die 
Acetonlösung hinterläßt nach dem Abdunsten des Acetons ein 
gelbliches Öl. 

Aus dem in Aceton schwerer löslichen Anteil des Lano- 
lins, aber auch aus dem noch sauren „Wollfett“ selbst lassen 
sich durch Behandlung mit entsprechenden Lösungsmitteln die 
öligen und harzigen Bestandteile vollkommen entfernen. Man 
erhält dann farblose Produkte, die je nach der Anwendung der 
Lösungsmittel einen Schmelzpunkt von 60 bis 80° besitzen und 
etwa 80°/,C und 13°/, H enthalten. Es sind Ester, deren 
Verseifungszahl zwischen etwa 95 und 110 liegt. Bei der un- 
mittelbaren Darstellung aus dem Wollfett können den Estern 
Fettsäuren beigemengt sein. Nach dem Schmelzen auf dem 
Wasserbad und dem Wiedererkalten zeigen diese Produkte das 








1) Für die wiederholte Überlassung entsprechender Versuchsmengen 
bin ich den vereinigten chemischen Werken A. G. in Martinikenfelde 
(Charlottenburg) zu Danke verpflichtet. 

2) Vgl. Patentschrift Kl. 23, 38444. 15. I. 1887. 
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Verhalten von härteren oder weicheren Wachsen. Ich be- 
zeichne sie als „Lanocerin“. 


Zur Darstellung des Lanocerins wurden in einer Reihe von 
Versuchen 200 g Wollfett 4 mal mit je 200g absolutem Methylalkohol 
unter Erwärmen auf dem Wasserbade extrahiert. Dann wurde unter 
Erwärmen in Äther gelöst und mit der doppelten Menge Alkohol ge- 
fällt. Die ausgeschiedene weiße, feste Masse wurde wiederholt aus 
Äther-Alkohol umgelöst. 

Präparat I. Schmp. 79°, C 79,8, H 12,9, Verseifungszahl 104. 

100 g Benzol lösen 26,1 g Lanocerin, 100g Eisessig 0,06 g, 100g 
Alkohol 0,043 g bei 23°, 

In Benzol [xjp — 4,55°. 

Ein Teil wurde, nachdem es eine Zeitlang auf 100 bis 110° er- 
hitzt worden war, zuerst aus Benzol-Eisessig, dann aus heißem Aceton 
umgelöst. Hierbei blieb ein sehr schwer löslicher Anteil zurück. Die 
von diesem befreite Masse: 

Schmp. 60° C 80,58%, H 13,15°j, 
80,51°/, 12,98°!, 

Ein anderer Teil wurde aus heißem Aceton umgelöst. Hierbei blieb 
eine geringe Menge aschehaltiger Substanz ungelöst. Das aus der Aceton- 
lösung ausgeschiedene Produkt: 

Schmp. 60 bis 70°. C 80,67%,. H 12,91°/,. Verseifungszahl 96,6. 

In anderen Versuchen wurden 100g Wollfett unter Erhitzen in 
200 g Aceton gelöst und weitere 100g hinzugefügt. Beim Stehen im 
Eisschrank schieden sich Massen aus, die abfiltriert und noch einmal 
aus heißem Alkohol umgelöst wurden. Sie wurden aus Ätheralkohol 
fraktioniert. 

Präparat II. a) schwerer löslicher Anteil: 

Schmp. 70° unscharf. C 80,799/,. H 13,0°%,. 

Nach Behandeln mit Petroläther wird zweimal aus Essigäther und 
noch einmal aus Aceton umkrystallisiert. 

In Chloroform gelöst, auf Zusatz von konz. Schwefelsäure schwache 
Braunfärbung. 

Schmp. 71,5 bis 75°, Verseifungszahl 95. 

b) In Aceton leichter löslicher Anteil. 

Schmp. 53° (unscharf), Verseifungszahl 99,7. 


Das Gemisch von Alkoholen, das nach Verseifung dieser 
Ester erhalten wurde, zeigte Schmelzpunkte, die zwischen 55° 
und etwa 80° lagen, also viel niedriger als die des Cholesterins 
(146°. Das ' Verhalten bei der Reaktion mit Chloroform- 
Schwefelsäure, die Jodzahl und das Drehungsvermögen wiesen 
auf die Anwesenheit von Cholesterin hin; nach der Jodzahl be- 
trug aber seine Menge nur 10 bis 20°, der im Lanocerin ent- 
haltenen Alkohole. 
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Präparat III. Schmp. 61 bis 66°, mit Chloroform und Schwefel- 
säure braun. Säurezahl 14,4. Esterzahl 87,8. 

Alkohole: Schmp. 55 bis 56°, unscharf. [x] p — 11,2. Jodzahl 7,18. 
(10,6°/, Cholesterin) in Chloroform gelöst, auf Zusatz von konz. Schwefel- 
säure violett, dann braun. 

Präparat IV in Aceton leichter löslich als III, gelblich bis bräun- 
lich, etwas klebrig, zähe, aber noch brechbar. 

Schmp. unscharf bei etwa 60° Säurezahl 23,1. Esterzahl 72,1. 

Alkohole: Schmp. 59 bis 61°, [x] D — 7,3°, scheiden sich aus Methyl- 
alkohol gallertig ab, mit Chloroform und konz. Schwefelsäure braun. 

Präparat III und IV werden vereinigt, in heißem Alkohol gelöst 
und mit methylalkoholischer Barytlösung versetzt, bis sie für Phenol- 
phthalein stark alkalisch reagieren. Die Lösung wird im Heißwasser- 
trichter durch Faltenfilter filtriert. Aus dem Filtrat scheidet sich das 
Lanocerin in schneeweißen Massen ab. Sie bilden Kugeln, die aus mikro- 
skopischen, feinen Nadeln zusammengesetzt sind. 

Präparat V. Nach dem Schmelzen schwach gelblich, hart und 
brechbar, neutral. 

Schmp. 64 bis 65°, unscharf. Verseifungszahl 94,4. 

C 80,26°/, H 13,5°/, 
80,59%, 13,4%), 

Alkohole: Schmp. 48 bis 50°, mit Chloroform-Schwefelsäure vor- 
übergehend violett, dann braun. 

Präparat VI. Der in heißem Aceton sehr schwer lösliche Anteil 
des Wollfetts wird in Äther gelöst und mit Knochenkohle erwärmt. Aus 
dem Äther scheidet sich beim Erkalten ein Niederschlag ab, der noch 
einmal aus heißem Äther umgelöst wird (mit wenig Kohle verunreinigt). 

Schmp. 65 bis 67°. Verseifungszahl 108,8. 

Zur Bestimmung der Alkohole wird die durch Kochen mit 
der alkoholischen Kalilauge erhaltene Lösung mit verdünnter Salzsäure 
für blaues Lackmoidpapier angesäuert. Dann werden aus der alkoho- 
lischen Lösung die Fettsäuren mit methylalkoholischer Barytlösung 
heiß gefällt. Die Barytseifen werden abfiltriert und mit Alkohol aus- 
gekocht, die alkoholischen Filtrate werden eingedampft, der Rückstand 
mit Äther aufgenommen; die ätherische Lösung wird im Scheidetrichter 
mit Wasser gewaschen, der Ätherrückstand gewogen. | 

Dieses Lanocerin lieferte 47,1°/, Alkohol mit einer Jodzahl von 
12,9. Das Alkoholgemisch enthielt also etwa 19°/, Cholesterin. 


Vergleicht man die bei diesen Versuchen erhaltenen Werte 
mit den Zahlen der folgenden Tabelle, so ergibt sich, daß das 
Lanocerin aus einem Gemenge der auf dieser Tabelle aufge- 
führten Stoffe bestehen kann, dem bei der Darstellung aus 
„Wollfett“ wohl meist eine gewisse Menge freier Fettsäure 
beigemengt ist. Letztere drücken den Kohlenstoff- und Wasser- 
stoffgehalt etwas herab und erhöhen die Verseifungszahl. 
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Tabelle I. 
Schmelz- T Verseif.- 
Ester Formel punkt C H zahl 








Cholesterinpalmitat {C „H,O, | 77—78 | 82,7 12.2 | 89,7 
Cholesterinstearat . IC,H,,Os 85,5 82,8 12,3 85,9 
Cholesterincerotat . |C,,H,s0, | — 83,3 12,6 71,9 
Cerylpalmitat . . . IC„H,s0, 79,0 81,4 13,6 88,3 
Cerylstearat . . . . |C H O, | 59,8 81,5 13,6 84,6 
Cerylcerotinat . . . |CyHıaÖ, 502 82,2 137 70,1 
Cetylpalmitat . . . (C,H | 58,5 80,3 133 | 1171 
Cetylstearat . . . . |C,Hg0; — 80,8 13,4 110,6 
Cetylcerotat . . . [Cae Hse0: — | 81,4 13,6 R8,3 


II. Die Säuren des Wollfetts. 


Wenn man das Wollfett durch Kochen mit alkoholischer 
Kalilauge verseift, so erhält man neben Seifen, die in Alkohol 
löslich sind, Seifen, die sich aus dem Alkohol in Form einer 
Gallerte ausscheiden. Die letztere enthält in kolloidaler Lösung 
noch Alkohole, die eine ähnliche Löslichkeit wie die Seifen 
selbst haben und sich von ihnen auch durch wiederholtes Um- 
lösen aus heißem Alkohol nicht trennen lassen. Diese Trennung 
muß aber auf das sorgfältigste vorgenommen werden, wenn 
man nicht bei der späteren Zerlegung Produkte erhalten will, 
die den Anschein von Oxysäuren erwecken können. Die Seifen 
wurden deshalb anfangs nach mehrmaligem Umlösen aus Al- 
kohol auf dem Woasserbade getrocknet, fein pulverisiert und 
sorgfältig mit Äther oder Petroläther behandelt. In weiteren 
Versuchen wurden die extrahierten Kalisalze in heißem Alkohol 
mit Salzsäure zerlegt und durch Fällen mit heißer methyl- 
alkoholischer Barytlösung in die Barytsalze übergeführt. Diese 
lassen sich leicht mit Alkohol oder Aceton auskochen. Da 
aber die Barytsalze beim Fällen unter Umständen vielleicht 
doch noch hochmolekulare Alkohole und Harze mit nieder- 
reißen, die sich durch Auskochen nicht vollkommen entfernen 
lassen, so wurden später die Barytsalze durch Erhitzen mit 
feuchtem Kaliumcarbonat und Alkohol noch einmal in die 
Kalisalze übergeführt, diese mit Salzsäure zerlegt und aus 
heißer alkoholischer Lösung noch einmal mit methylalkoholi- 
scher Barytlösung gefällt. Diese Umlegung in die Kalisalze 
empfiehlt sich auch, wenn man die freien hochmolekularen 
Säuren aus Baryt- oder Bleisalzen gewinnen will. 
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Die aus den Kalisalzen erhaltenen Säuren wurden zu- 
erst durch Fraktionierung aus Petroläther, Äthyl- 
äther, Essigäther, Aceton und Alkohol sowie Benzol 
zu trennen versucht. Die hierbei erhaltenen Säuren und be- 
sonders die schwerst löslichen Fraktionen sind durch Unter- 
suchung der Asche stets sorgfältig auf kleine Mengen von 
Seifen, die der Zerlegung entgehen und sich dann in den Fett- 
säuren lösen können, zu prüfen. Vor der Bestimmung des 
Schmelzpunktes sind die Säuren eine Zeitlang auf kochendem 
Wasserbade in einem Schälchen zu erhitzen. 


Bei der Fraktionierung wurden folgende Produkte erhalten. 
Präparat I, aus Essigäther fraktioniert. 
Fr. 1. Schmp. 91°. C 79,0°/,, H 13,4°],. 
Fr. 2. Schmp. 82°. C 79,8°),, H 13,2°/,. 
Präparat lI. Rohsäure trocken und fein pulverisiert, im Schüttel- 
apparat dreimal mit Petroläther geschüttelt. 
Fr. 1 in Petroläther schwer löslich. Schmp. 93,5 bis 95°. C 78,2°/,, 
H 12,8°/,. Säurezahl 112. 
Fr. 2. In Petroläther löslich aus Aceton umkrystallisiert. Schmelz- 
punkt 68,5° scharf. 
Präparat III. Aus Benzol umkrystallisiert. 
Fr. 1 92 bis 95°. Fr. 2 76 bis 76,5%. Fr. 3 69 bis 70°. Fr.4 65 
bis 66°. 
Säure 76 bis 76,5° aschefrei. Säurezahl 129. 
C 79,9%,, H 12,8°],. 
79,69% ,, 12,7°/,. 
Präparat IV. Schmp. 70°. 14 g lösen sich beim Erwärmen in 
156 com Benzol und 78 ccm Aceton leicht und vollkommen klar. Beim 
Erkalten scheidet sich ab 
Fr. 1 ca. 8 g, Schmp. 71,5% scharf, enthält aber trotzdem noch 
1,5°/, Asche. C 79,1°/,, H 13,0°/,. In Äther gelöst, filtriert 
a) Schmp. 73,5 bis 75°, weiße, harte Warzen; 
b) Schmp. 69 bis 70°. Säurezahl 135. 
Fr. 2 ca. 6 g. Schmp. 68 bis 69°, in Äther gelöst, filtriert. 
a) Schmp. 70 bis 70,5°, weiße Warzen, C 79,4°/,, H 13,0°/,. 
Fr. 3 aus Äther-Aceton, Schmp. 64,5°. 


Nach diesen Beobachtungen schien das Säuregemenge, das 
aus den schwerlöslichen Kalisalzen des Lanocerins bzw. des 
Wollfetts gewonnen wurde, ein Gemenge zu sein, das haupt- 
sächlich aus Cerotinsäure besteht, dem einerseits eine noch 
höher schmelzende Substanz, andererseits noch niedriger 
schmelzende Säuren beigemengt waren (vgl. Tab. II). In Fr. 1 


von Präparat II fällt auf, daß die Werte für den Kohlen- 
Biochemische Zeitschrift Band 77. 20 
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und Wasserstoff verhältnismäßig niedrig sind trotz hohem 
Schmelzpunkt und niedriger Säurezahl. 
Tabelle II. 





Palmitinsäure . . . 


Stearinsäure . . . . 
Arachinsäure 
Behensäure . . . . 
Lignocerinsäure . . 
Carnaubasäure.. . 
Pisangycerylsäure 


Cerotinsäure.. . . 


N e a . 
Melissinsäure . . 


Ölsäure nen i W 
Die Trennung der niedriger schmelzenden Säuren 
von der Cerotinsäure wurde zunächst mit Hilfe der Methyl- 


ester versucht. 

Die Überführung in die Methylester geschah durch Kochen 
der sorgfältig gereinigten Kalisalze mit Dimethylsulfat in 
methylalkoholischer Lösung. Die Methylester wurden aus Äther 
fraktioniert und die niedriger schmelzenden Anteile durch De- 
stillation im Vakuum zu trennen versucht. 


Versuch vom 23. XII. 1905. 

33 g Lanocerin verschiedener Darstellungen werden mit 25 g Kali- 
lauge und 1200 ccm Alkohol 4 Stunden am Rückflußkühler gekocht. 
Dann wird mit Salzsäure für Curcuma neutralisiert. Der gallertige 
Niederschlag wird über Leinwand abgelaugt, etwas mit Alkohol ge- 
waschen, mit Äther susgekocht, getrocknet, pulverisiert und im Soxhlet 
mit trockenem Äther extrahiert. Dann wird zur Entfernung des Kalium- 
chlorids zweimal aus heißem Alkohol umkrystallisiert, wobei durch 
Faltenfilter im Heißwassertrichter filtriert wird. Das getrocknete Kali- 
salz enthält 8,75°, Kalium. 8 bis 9g des Kalisalzes werden mit 
10 cem Dimethylsulfat und 550 ccm absolutem Methylalkohol 5 Stunden 
am Rückflußkühler gekocht. Die Methylester, die sich nach dem Ab- 
kühlen ausgeschieden haben, werden abgesaugt, mit Methylalkohol ge- 
waschen und aus Äther fraktioniert. 

Fr. 1. Dreimal aus Äther umkrystallisiert. 

Schmp. 84 bis 85°. C 78,1°/,, H 12,8°/,. Verseifunzszahl 115. 

Die aus der Seife erhaltene Säure: Schmp. 97 bis 98°. C 78,4°|,, 
H 23,0 °7,. 

Fr. 2. Schmp. 67°, nach nochmaligem Behandeln mit Äther 75° 
unscharf. 
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Fr. 3. Schmp. 65° unscharf. Verseifungszahl 185. 

Bei der Destillation im Vakuum der Wasserstrahlpumpe beginnt 
die Destillation erst bei etwa 276°. 

Destillat: Schmp. 56 bis 57° ziemlich scharf. C 79,0°/,, H 13,2°/,. 


Versuch vom 17.1. 1906. 

22 g Lanooerin, reinere Präparate verschiedener Darstellung, ebenso 
verarbeitet. 

8,9 g der Methylester werden im Vakuum bei einem Druck von 
27 mm Hg destilliert. Das Thermometer steigt auf 296°, bleibt eine 
Zeitlang konstant, steigt dann schnell auf 340°. Bis dahin ist etwa 1 g 
destilliert. 

Destillat: Schmp. 56 bis 57°, unscharf; C 79,0°/,, H 13,2°/,. 

Das Destillat wird mit dem des vorhergehenden Versuches ver- 
einigt. Verseifungszahl 125. Die Seife wird mit Alkohol und Äther. 
gewaschen. Das Kalisalz wird mit Salzsäure zerlegt. Die Säure scheidet 
sich aus Äther in weißen, körnig krystallinischen Massen ab. Schmelz- 
punkt 77°. C 79,9°/,, H 13,05°/o- 

Säuregemisch aus Lanocerin, Schmp. 94° Säurezahl 118, 
ins Kalisalz übergeführt. Das Kalisalz wird auf dem Wasserbade völlig 
getrocknet, pulverisiert und mit Äther gewaschen. Der Äther hinterläßt 
keinen Rückstand. 

2g werden mit 4 ccm Dimethylsulfat in 150 com Methylalkohol 
gekocht. Nach dem Erkalten wird das Produkt abgesaugt, mit Methyl- 
alkohol gewaschen, aus Essigäther umkrystallisiert, mit etwas Essigäther 
und Äther gewaschen. 

Eine Methylester-Fr. 1 schmilzt unscharf zwischen 81,5 und 88,5°, 
Fr. 2 bei 73 bis 74°. Beide Fraktionen werden verseift, das Kalisalz 
wird in heißem Alkohol mit verdünnter Salzsäure vorsichtig zerlegt. 

Die Säure der Fr. 1 krystallisiert aus Eisessig in Büscheln, aus 
Eisessig-Benzol in dünnen Plättchen; nach dem Waschen mit Äther 
Schmp. 95 bis 99°. Säure der Fr. 2 krystallisiert aus Eisessig- Benzol nicht 
einheitlich. Schmp. nach dem Waschen mit Äther 88 bis 91°. 

Das aus dem Kalisalz erhaltene Säuregemisch wird aus Benzol 
fraktioniertt. Die nach zweimaligem Umkrystallisieren aus Benzol er- 
haltene Säure schmilzt bei 99 bis 102°; sie ist in Petroläther auch beim 
Kochen unlöslich, löst sich beim Kochen in Aceton. Das aus Aceton 
Ausgeschiedene wird aus wenig Eisessig krystallinisch erhalten und zeigt 
den Schmp. 103°. Aus Amylalkohol krystallisiertt die Säure in feinen 
gebogenen, sternförmig angeordneten Nadeln. 

In dem aus dem Lanocerin erhaltenen Säuregemenge 
waren nach diesen Versuchen wesentliche Mengen von Palmitin- 
und Stearinsäure nicht enthalten, wenn auch die Anwesenheit 
der letzteren nicht auszuschließen ist. Die Hauptmenge schien 
auch hier Cerotinsäure zu sein. Es wurden Destillate des 


Methylesters erhalten, deren Elementaranalyse, Schmelzpunkt 
20* 
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und Verseifungszahl für Methylcerotinat ziemlich gut stimmten, 
und auch eine Säure aus ihnen, deren Schmelzpunkt und 
Elementaranalyse für Cerotinsäure spricht. 

Die Fraktionierung der Methylester und die aus den höher 
schmelzenden Fraktionen derselben gewonnenen Säuren zeigten 
ferner, daß noch eine Substanz vom Schmelzpunkt von etwa 
103° vorhanden war, die krystallinisch zu gewinnen ist, eine 
geringere Acidität sowie einen geringeren Kohlenstoffgehalt als 
Cerotinsäure hat. | 





Tabelle II. 
 IMol.- Ver- | giede- 
Methylester Formel | Gew. Schmp.| C | H seuna punkt 









Palmitinsäuremethyl . 
Stearinsäuremethyl . . 
Cerotinsäuremethyl . . 


n . 
Melissinsäuremethyl . 


In anderen Versuchen wurden zur Trennung die Äthyl- 
ester benutzt. Die sorgfältig gereinigten trockenen Kalisalze 
wurden mit absolutem Äthylalkohol übergossen und unter Ein- 
leiten von Salzsäure verestert. Die Lösung wurde im kochen- 
den Wasserbade erhitzt, filtriert, nach dem Erkalten abgesaugt, 
mit Alkohol gewaschen, in Äther, wenn nötig unter Erwärmen 
gelöst und mit Kaliumcarbonat vollkommen entsäuert. Aus 
der ätherischen Lösung lassen sich zuweilen Seifen durch Schüt- 
teln mit Wasser entfernen. Die Ester wurden aus Äther um- 
krystallisiert. 

Versuch 1. 

5 g Kalisalze aus Lanocerin. 

Äthylester Fr. 1. Schmp. 77°. Verseifungszahl 115. 

Äthylester Fr. 2. Schmp. 77,5%. Im Vakuum der Wp. geht beim 
Erhitzen bis 270° nichts über; im absoluten Vakuum geht gegen 250° 
(innen) alles über. Schmp. des Destillats 51 bis 52°. Verseifungszahl 
132,6°. Die Seife wird mit Ather behandelt, geringer Ätherrückstand. 


Versuch 2. 


10 g Kalisalze aus Lanocerin. 
` A. Äthylester in kaltem Äther schwer löslich. 
Fr. 1. Schmp. 78,5 bis 81°. Fr. 2. Schmp. 56 bis 62°. 
B. In kaltem Äther leicht löslich. 
Fr. 3. Schmp. 50 bis 58,5%. Fr. 4. Schmp. 29 bis 34,5°. 
Fr. 2 und 3 werden im Vakuum der Wp. destilliert. Ein Teil geht 
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bei 235 bis 265° über. Dann sinkt das Thermometer vorübergehend 
und steigt dann wieder auf 285°, wo von neuem etwas übergeht. 

Der Destillationsrückstand wird im absoluten Vakuum destilliert. 
Er siedet ruhig bei 212 bis 222°, bei 240° wird die Destillation ab- 
gebrochen. Das Destillat schmilzt bei 51 bis 53°. 


Versuch 3. 
Hochmolekulare Äthylester verschiedener Darstellung vereinigt. 
Im Vakuum der Wp. geht beim Erhitzen bis 290° nichts über. 
- Destillation im absoluten Vakuum. 
Teil 1. Vakuum fast !/,o000 mm. 
außen innen 

Bei . . 210° 175° destilliert nur wenig. 

Bei . . 234° 203° siedet konstant. Es wird fast die Hälfte 
abdestilliert. Destillat etwas bräunlich 
(durch übergerissene Menge verunreinigt?). 
Schmp. 53,5 bis 57°. 

Teil II. Destillation im Vakuum bei !/,.,, bis 1/5% mm. 

Es destilliert bis: außen 230 bis 237°, innen 199° sehr wenig. 

Bei einer Temperatur: außen 240 bis 250°, innen 204 bis 215° er- 
folgt die Destillation, sie wird aber nach einiger Zeit abgebrochen. 

A. Die vereinigten Destillate werden dreimal aus absolutem Al- 
kohol umgelöst und aus Benzol fraktioniert. 

Äthylester Fr. 1 in Benzol ziemlich leicht löslich. Schmp. 57,5 
bis 61°. Verseifungszabl 124. Die nach der Verseifung aus dem Kali- 
ealze erhaltene Säure wird aus Äther fraktioniert krystallisiert. 

Säure Fr. a, Schmp. 75,5°, wird aus Eisessig, dann noch einmal 
aus Äther umkrystallisiertt und mit Äther gewaschen. Schmp. 78,5 bis 
80°. Fr. b Schmp. 72 bis 73°. Mutterlauge Schmp. 60 bis 61°. 

Fr. 2 gering, Schmp. 51 bis 53°. 

Fr. 3 wird mit Kalilauge verseift. Die Seife wird mit Salzsäure 
zerlegt, die Säure ins Barytsalz übergeführt. Hierbei ergab sich, daß 
neben der Säure keine wesentliche Menge in Äther-Alkohol löslicher 
Substanzen vorhanden war, die Ester also im wesentlichen unzersetzt 
destillierten. 

B. Der Destillationsrückstand wird in siedendem Benzol gelöst. 

a) In kaltem Benzol unlößlich. 

a) Noch zweimal aus Benzol umgelöst und eine Zeitlang im Trocken- 
schrank auf 120° erhitzt. Am folgenden Tage Schmp. 74 bis 75°. 

ß) Filtrat eingeengt und mit Äther behandelt, graubraunes Pulver, 
Schmp. 85°. Verseifungszahl 119. Aus dem Kalisalz die Säure, die aus 
heißem Alkohol umgelöst und aus Äther fraktioniert wird. 

Fr. 1. Säure, kleine, harte Krystalle, Schmp. 103°. 

Für C„H,O, ber.: C 76,2°/,, H 12,79), 

» CoHsoOs » C 76,9°/,, H 12,8°/,; Verseifungszahl 119,6. 
gef.: C 76,40°/,, H 13,78°/,; » 119. 
C 76,36°/,, H 13,45°/. 
Fr. 2. Säure Schmp. 80°. Mutterlauge Schmp. 68 bis 78°. 


310 F. Röhmann: 


b) In kaltem Benzol leicht löslich, Rückstand aus Alkohol ungelöst. 

l. Aus dem Alkohol scheidet sich aus: 

æ) In Äther schwer löslicher Ester. 

1. Schmp. 67,5 bis 68,5. 2. Schmp. 63 bis 65°. Verseifungszahl 120. 

Daraus Säure ax) Schmp. 85,5 bis 87°, 88) 77 bis 80°. 

R) In Äther leicht lösliohe Ester aus absolutem Alkohol. 

Schmp. 56,5 bis 58,5%. Verseifungszahl 123. 

Daraus Säure ææ) Schmp. 78,5°, p£) 71,5°. 

2. Im Alkohol bleibt gelöst eine geringe Menge Ester vom Schmp. 47 
bis 49°. Die aus ihm gewonnene Säure ist in Äther leicht löslich, 
Schmp. 61,5 bis 62°. Aoidität 151. Aus Aceton umkrystallisiert Schmelz- 
punkt 66 bis 67°. 

Von den in obigem Versuche erhaltenen Säuren werden die 

l. Säuren vom Schmp. 75° und höher in Äther am Rückfluß- 
kühler gelöst und von einer kleinen Menge Ungelöstem abfiltriert. 

a) Aus dem Äther scheiden sich ab sehr kleine, diskrete Körnchen 
vom Schmp. 80 bis 81° (ziemlich scharf). 

b) Der Rückstand der ätherischen Lösung wird noch einmal aus 
Äther umkrystallisiert. Schmp. 77,5 bis 78,5°. 

c) Mutterlauge Schmp. 75 bis 75,5°. 

2. Säuren vom Schmp. unterhalb 63°, aus Aceton krystallisiert. 

a) In Aceton schwerer löslich. Fr. 1: Schmp. 70,5 bis 71°. Fr. 2: 
Kleine Menge, Schmp. 60 bis 61°. 

b) In Aceton leicht löslich. Fr. 1: Schmp. 68 bis 69°, nach noch- 
maligem Umkrystallisieren 69,5 bis 70,5%. Fr. 2: Schmp. 60 bis 61,5", 
Fr. 3: Schmp. 54°. 

Auch bei diesen Versuchen zeigte sich, daß sich unter den 
Säuren, die in den Estern des Wollwachses enthalten sind, eine 
Substanz von einem über 100° liegenden Schmelzpunkt (etwa 
103°) findet. Weiter ließ sich auch das Verhalten der Äthyl- 
ester mit der Annahme vereinen, daß die Säure des hoch- 
schmelzenden Anteils des Wollwachses wesentlich Cerotinsäure 
ist. Ihr Äthylester siedete selbst im absoluten Vakuum erst 
bei sehr hohen Temperaturen. Gewisse Fraktionen der hierbei 
erhaltenen Destillate zeigten in Schmelzpunkt und Verseifungs- 
zahl gute Übereinstimmung mit Cerotinsäureäthylat, ebenso wie 
auch die Eigenschaften der aus ihm erhaltenen Säure auf Cerotin- 
säure hinwiesen. Der Cerotinsäure waren aber anscheinend auch 
hier wechselnde Mengen niedrigerer Fettsäuren beigemengt. Bei 
der Untersuchung der einen Präparate gingen auch hier im 
Vakuum bei entsprechenden Temperaturen keine Ester über, 
die auf die Ester niedriger Fettsäuren bezogen werden konnten; 
bei der Untersuchung anderer Präparate waren derartige Ester 
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vorhanden. Und auch da, wo zunächst keine Ester überdestil- 
lierten, schienen doch bei nachträglicher Untersuchung der Cerotin- 
säureester auch niedrigere Fettsäuren anwesend zu sein, wenig- 
stens sprechen hierfür die niedrigeren Schmelzpunkte und auch 
höhere Aciditätszahlen. Auch hier weisen die Schmelzpunkte 
auf die Beimengung einer Substanz, die höher als Cerotinsäure 
schmolz, hin. 


Tabelle IV. 






Palmitinsäureäthyl . } ‚2 184—185 Bu 
Stearinsäureäthyl.. . 


Arachinsäureäthyl 284—2860, ô 
Lignocerinsäureäthyl 305—810. 
Carnaubasäureäthyl . —- 
Cerotinsäureäthyl . . | C R — 
Melissinsäureäthyl . |C,H„0; 480 





In den folgenden Versuchen wurde das gesamte Wollfett 
ohne weiteres, nicht erst das aus ihm gewonnene Lanocerin 


verseift. 

Versuch vom 13. I. 12. 250 g Wollfett werden mit 2 1 Alkohol 
und 150 g Kalihydrat 2 Stunden auf dem Sandbade am Rückflußkühler 
gedreht. Die Seifen, die sich beim Abkühlen ausscheiden, werden ab- 
gesaugt und noch 2 mal aus je 500 ccm heißem Alkohol umgelöst. 

I. Die Kaliseifen, die sich beim Erkalten ausscheiden, werden ohne 
zu erwärmen mit Äther geschüttelt, getrocknet und noch einmal mit 
Äther unter Verreibung extrahiert. Dann wird in die Äthylester über- 
geführt. 

A. Beim Lösen der Ester in Äther bleibt ein Teil unlöslich. Aus 
heißem Äther umkrystallisiert, bildet dieser Nädelchen vom Schmelz- 
punkt 105°. 

Aus dem heißen Äther scheidet sich ein Anteil aus, der verseift 
wird. Die hierbei erhaltenen Säuren schmelzen bei 94°. Sie werden 
noch einmal in das Barytsalz übergeführt und dieses mit Alkohol aus- 
gekocht. Aus dem gereinigten Barytsalz: 

Säure-Schmp. 81°. Säurezahl 122. 

C 80,45 H 12,89 
80,35 12,98. 

B. Säure, in heißem Äther löslich; in das Barytsalz, dies im Soxhlet 
mit Äther behandelt, dann mit Aceton ausgekocht. 

Säure-Schmp. 69 bis 69,5%. Säurezahl 140—147. 

C 79,579, H 12,539, 
78,949, 12,85 °/, 
79,40 °], 12,70°91,. 
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Dieselbe Säure verestert. Ester zweimal aus Alkohol umkrystallisiert. 

Ester: Fr. 1, Schmp. 51,5 bis 52°. Verseifungszahl 129. 

Daraus Säure, Schmp. 70,5 bis 71°, die im Vakuum der Wp. beim 
Erhitzen bis 290° nicht destilliert. 

Fr. 2, Schmp. 46°. Fr. 3 ölig. 

II. In Alkohol lösliche Kaliseifen. 

Die alkoholische Lösung wird unter Anwendung von rotem Lack- 
moid mit ®/,-Schwefelsäure titriert und mit der berechneten Menge Baryt 
gefällt. Die Barytseifen werden mit Alkohol ausgekocht, in die Kali- 
salze übergeführt, dann noch einmal in die Barytsalze, die noch einmal 
mit Alkohol ausgekocht und wieder in die Kalisalze übergeführt werden. 
Diese werden mit Salzsäure zerlegt: die Säuren werden in Äther gelöst, 
mit Wasser gewaschen und im Vakuum der Wp. destilliert. 

Fr. 1, Sdp. 195°, farbloses Öl. Säurezahl 182 bis 183. Jodzahl 46,1. 

Fr. 2, Sdp. bis 225°. Säurezahl 133 (?!). Jodzahl 65,2. 

Beide Fraktionen werden vereinigt in Alkohol gelöst, mit Kalilauge 
neutralisiert und mit Petroläther ausgeschüttelt, dann mit Bleiacetat 
gefällt. 

Bleisalz, in Äther löslich, mit Salzsäure zerlegt, mit Wasser 
gewaschen, im Leuchtgasstrom getrocknet. 

Säurezahl 186. Jodzahl 57,6. 

Bleisalze, in Äther unlöslich. Säuren destillieren bei 165 
bis 180°. 

Destillat mit Kalilauge neutralisiert, mit Petroläther geschüttelt; 
daraus die Säuren: 

Säure, Schmp. 46 bis 46,5°. Säurezahl 167 (!). In Essigäther 
ziemlich leicht löslich. Beim Einengen krystallisieren verfilzte Nadeln 
vom Schmp. 87,5 bis 89°. 

Ill. Das Filtrat der Barytseifen enthält Säuren vom Charakter der 
Harzsäuren. 

Auch hier schmolz die am schwersten lösliche Fraktion A 
bei 105°. Die Acidität war eine geringe. Die Analysenwerte 
gaben aber sowohl hier wie in der Fraktion B, die wesentlich 
Cerotinsäure zu enthalten schien, nicht die zu erwartenden 
Zahlen, was, wie ich vermute, darauf zurückzuführen ist, daß 
bei der Verseifung des Gesamtwollfettes sich den schwer 
löslichen Seifen harzige Bestandteile beimengen, die sich auch 
bei den folgenden Operationen nicht leicht entfernen lassen. 

Die in Alkohol löslichen Kaliseifen enthielten anscheinend 
Ölsäure, Stearinsäure und Palmitinsäure, die zum Teil von der 
Wollwäsche herrühren. Unter den Säuren, deren Bleisalze in 
Äther unlöslich sind, schien sich eine Säure zu finden, deren 
Acidität geringer und deren Siedepunkt höher als der der 


Palmitinsäure war. Diese Tatsache wurde in den folgenden 
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mit noch größeren Mengen Wollfett durchgeführten Versuchen 
bestätigt. 
Versuch vom 8. II. 1913. 

500 g Wollfett werden mit 2500 com Alkohol und 300 g Kalihydrat, 
die in 350 ccm Wasser gelöst sind, 3 bis 4 Stunden am Rückflußkühler 
gekocht. Die Lösung wird zur Neutralisation der nicht verbrauchten 
Kalilauge mit etwa 500 ccm konz. Salzsäure versetzt. 

I. Die Kaliseifen, die sich beim Erkalten ausscheiden, 
werden abgenutscht und mit Alkohol gewaschen. Hierauf werden sie 
mit Salzsäure unter Erwärmen zerlegt, in Äthylalkohol unter Erhitzen 
gelöst und durch Fällen mit methylalkoholischer Barytlösung in die 
Barytseifen übergeführt. Diese werden mit Aceton ausgekocht, abge- 
nutscht und dies noch zweimal wiederholt. Dann werden die Baryt- 
seifen mit Alkohol übergossen und unter Erhitzen mit feuchtem Kalium- 
carbonat in die Kaliseifen umgelegt. Die Kaliseifen, die sich beim Er- 
kalten ausscheiden, werden mit Alkohol gewaschen und mit Salzsäure 
zerlegt. Von den Säuren ist ein Teil in kaltem Alkoholäther löslich, ein 
anderer Teil beim Kochen in Ather, ein Teil in Äther unlöslich bzw. 
schwer löslich. 

A. Säuren, in heißem Äther unlöslich. 

Die Säuren werden in kochendem Eisessig gelöst. Beim Erkalten 
scheidet sich die Hauptmenge wieder ab, die zuerst mit Eisessig, dann 
mit Äther gewaschen wird. Das Filtrat enthält nur geringe Mengen 
zum Teil harziger Massen. 

Säure, graues Pulver. Schmp. 104° unscharf; wird mit absolutem 
Alkohol und gasförmiger Salzsäure auf dem Wasserbade behandelt. 

Ester (?). Schmp. 83,5°. C 79,7%, H 12,3, 

79,2 12,3 °/,. 

Löst sich beim Kochen mit alkoholischer Kalilauge nur sehr all- 
mählich bis auf Spuren auf (Verseifungszahl 117). Die aus dem Kalisalz 
erhaltene Säure wird mit rauchender Salzsäure behandelt und mit 
Wasser gewaschen. Aus Alkoholäther gallertig. 

Schmp. 82,5 bis 83. Säurezahl 114. 

B. Säuren, in heißem Äther löslich, aus Äther fraktioniert. 

a) Aus heißem Äther beim Erkalten ausgeschieden, mit kaltem 
Äther gewaschen, aus viel heißem Ather umkrystallisiert; 5 g weiße, 
körnig krystallinische Massen. 

Schmp. 84,5 bis 85°. C 79,26%), H 12,58°%, 

78,899], 12,73°/,. 

Davon 2 g mit absolutem Äthylalkohol verestert. 

aa) Ester, in Äther unlöslich. Schmp. 81,5 bis 82°. Mit A ver- 
einigt. 

88) In Äther ziemlich leicht und vollkommen löslich. Die aus dem 
Ester erhaltene Säure scheidet sich beim langsamen Verdunsten des 
Äthers teils drusig-krystallinisch, teils i aus. Zweimal 
aus Essigäther umkrystallisiert. 
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Schmp. 80°. Säurezahl 139. Im Vakuum der Wp., erhitzt bis 250°, 
destilliert nichts. 

Aus den beim Umkrystallisieren von a erhaltenen Ätherlösungen 
hinterbleiben beim langsamen Verdunsten körnig-krystallinische Massen 
vom Schmp. 76,5 bis 77°. 

f) Die nach der Abscheidung von a in Lösung gebliebenen Säuren 
werden in Methylalkohol gelöst und durch Fällen mit methylalkoholischer 
Barytlösung in die Barytseifen übergeführt. Diese werden zur Entfer- 
nung von „Unverseifbarem“ mit Äther behandelt und in die Kalisalze 
(s. o.) übergeführt. Die Kalisalze werden mit Äthylalkohol und Salz- 
säure verestert. 

Die Ester werden im Vakuum der Wp. bei 280° (außen) erhitzt. 
Hierbei gehen nur geringe Mengen eines Destillates über, das bei Zimmer- 
temperatur flüssig bleibt. Destillationsrückstand : 

1. In viel kochendem Äthylalkohol ungelöst, mit alkoholischer Kali- 
lauge verseifbar. 

Säure, zweimal aus Essigäther umkrystallisiert. Schmp. 72 bis 
72,5°. Mutterlauge 69,5 bis 70°. 

2. In kochendem Alkohol löslich, aus Aceton krystallinisch. 

Ester (Hauptmenge). Schmp. 54,5 bis 55° glatt. Mutterlauge 
Schmp. 48. 

Säure aus Essigäther. Schmp. 70,5° scharf. Säurezahl 134. 

C 79,449, H 12,650, 
79,079, 12,86°/,. 

C. Säuren, in kaltem Alkoholäther löslich. 

Aus der sirupösen Masse scheidet sich ein festerer Anteil ab, der 
auf dem Filter nach dem Abtropfen des Sirups mit wenig Alkohol ge- 
waschen wird. Er wird in Äthylalkohol gelöst und mit methylalkoholi- 
scher Barytlösung gefällt. Die Barytseifen werden unter Absaugen über 
Leinwand dreimal mit Alkohol ausgekooht, wobei sich im Alkohol nur 
sehr wenig löst. Die Barytseifen werden in die Kaliseifen umgelegt und 
diese mit Äthylalkohol unter Einleiten von Salzsäure verestert. 

a) Die Ester werden im Vakuum der Wp. destilliert, außen bis 
290°, innen bis etwa 285°. 

Destillat farblos. Schmp. 38 bis 39%. Verseifungszahl 152. 

Säure aus Ester. Schmp. 66,5 bis 68°. Acidität 147,9. 

b) Der in a erhaltene Rückstand wird in absolutem Vakuum de- 
stilliert. Ein Teil vollkommen abdestilliert; außen 215 bis 250°, innen 
155 bis 175°. 

Destillat farblos. Schmp. 45,5 bis 46°. Verseifungszahl 122. 

Säure aus Ester. Schmp. 67,8 bis 68,5°. 

Ein anderer Teil nur etwa zur Hälfte abdestilliert. Destillat mehr- 
mals aus absolutem Alkohol umkrystallisiert, feine gerade Nadeln, an- 
scheinend einheitlich. 

Schmp. 49,5 bis 50°. Verseifungszahl 136.5. 

C 79,6°;, H 13,7%, 
TIRO o 13.60. 
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Destillationsrückstand aus Alkohol. Schmp. ganz unscharf 55,5 
bis 59°. Mutterlauge 49,5 ziemlich schnell. 

II. Die in Alkohol löslichen Kaliseifen. Aus den eingeengten 
alkoholischen Filtraten scheidet sich beim Kochen ein Niederschlag ab. 

A. Der Niederschlag, also die schwer lösliche Fraktion, wird ab- 
gesaugt, mit Alkohol gewaschen und in die Barytseifen übergeführt. 
Diese werden mit Alkohol ausgekocht, wieder in die Kaliseifen über- 
geführt. Die alkoholische Lösung wird eingeengt und mit Salzsäure zer- 
legt. Die Säuren werden in Alkohol gelöst und Kalilauge bis zur Bräu- 
nung von Kurkumapapier zugegeben. Dann wird mit Wasser verdünnt 
und mit basischem Bleiacetat gefällt. Die Fällung wird über Leinwand 
abgesaugt, mit Wasser und Alkohol gewaschen und in Äther suspendiert. 
Der Äther enthält neben etwas harzigen Massen keine in Äther löslichen 
Bleiseifen. 

Die in Äther unlöslichen Bleiseifen werden durch Erhitzen mit 
Alkohol und Kaliumcarbonat in die Kaliseifen übergeführt, diese werden 
mit Salzsäure zerlegt und verestert. Die Äthylester werden in Äther 
gelöst, mit K,CO, entsäuert und zur vollkommenen Entfernung etwaiger 
Seifen mit Wasser geschüttelt. 

Die Ester werden im Vakuum der Wp. destilliert, bis 285° (außen). 

a) Das Destillat wird noch einmal aus dem Vakuum fraktioniert. 

Fr. 1, außen 242 bis 246°, innen 190 bis 195°. 

Fr. 2, außen 246 bis 260°, innen 195 bis 220°. 

Verseifungszahl 185,9. Die aus der Seife erhaltene Säure ist in 
Aceton ziemlich leicht löslich, sie schmilzt bei 42,5°, wird aber erst bei 
über 50° vollkommen klar. 

Fr. 3, außen 260 bis 268°, innen 220 bis 240°. 

Verseifungszahl 178,5. Die Säure wird aus Alkohol umkrystallisiert. 
a) Schmp. 56 bis 57°, f) 47 bis 50°. 

Die Fettsäuren werden vereinigt, noch einmal in das Barytsalz 
übergeführt. Die Seife wird ausgekocht und mit Äther behandelt. Hier- 
bei wird aber nichts mehr aufgenommen. Die über dem Kalisalz ge- 
wonnene Säure schmilzt bei 45°, wird aber erst bei 59° klar. Säure- 
zahl 202. 

C 74,939, H 12,917, 
74,840, 12,70°,- 

Der bei der fraktionierten Destillation bleibende Kolbenrückstand 
wird verseift. Säure aus Aceton in Drusen. Schmp. 54,5°. Säurezahl 
163,5 (!), noch einmal aus Aceton umkrystallisiert. Schmp. 59,5 bis 60°. 

b) Der Destillationsrückstand wird verseift, die Säure ins 
Barytsalz, dieses mit Alkohol ausgekocht, ins Kalisalz, mit Salzsäure 
zerlegt. Säure schwarzbraun, in Äther gelöst, mit viel Kohle behandelt. 
Ätherrückstand krystallisiert aus Aceton in größeren, harten Drusen; 
noch einmal aus Aceton umkrystallisiert. 

Fr. 1, Schmp. 66,5 bis 77,5%. Fr. 2, Schmp. 60°. Fr. 3, aus Aceton 
noch klebrig. 

B. In Alkohol leicht lösliche Fraktion der Kaliseifen. Eine Probe 
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der alkoholischen Lösung wird unter Anwendung von rotem Lackmoid- 
papier mit Salzsäure titriert und mit der auf Grund dieser Titrierung 
berechneten Menge Schwefelsäure zersetzt. Aus der alkoholischen Lösung 
werden die Säuren durch Baryt gefällt, wobei ein Überschuß von Alkali 
durch Essigsäure neutralisiert wird. 

Der Barytniederschlag wird mit Alkohol ausgekocht. Aus diesem 
werden über dem Kalisalz die Säuren in Freiheit gesetzt. Die Säuren 
werden in Alkohol gelöst, mit Kalilauge neutralisiert und mit basischem 
Bleiacetat völlig ausgefällt. Die Bleisalze werden mit Äther unter Zu- 
satz von Alkohol und Zentrifugieren wiederholt extrahiert. 

Aus den ätherlöslichen Bleiseifen wird nach der Zerlegung 
ein schwarzbraunes Öl erhalten, das nicht weiter untersucht wurde. 

Die in Äther unlösliohen Bleiseifen werden in die Kalisalze 
übergeführt, diese verestert, sorgfältig von Säuren und Seifen befreit. 

Die Ester werden im Vakuum der Wp. destilliert. Kolbenrück- 
etand schwarzbraunes Harz. 

Destillat farblos, dreht im 1-dem-Rohr + 1°28’, gibt keine Chole- 
stolreaktion. Bei Zimmertemperatur scheidet sich ein Teil körnig kry- 
stallinisch ab. 

a) Fester Anteil, unter Benutzung von Kälte aus Aceton umkry- 
stallisiert. Schmp. 43,5 bis 44,5°. Verseifungszahl 190,8. Die Säure 
echniilzt unscharf, oberhalb 70° dreht in Benzol sehr schwach rechte. 

C 71,36%), H 11,74), 
70,779), 11,84 °/,. 

b) Der flüssige Anteil dreht im 1-dem-Rohr 4 1° 24’. Verseifungs- 
zahl 187. Säure schmilzt unscharf bei 50—57°. Noch einmal aus dem 
Vakuum der Wp. fraktioniert. 

Fr. 1, außen 232—238, innen 190—210°, bleibt flüssig. 6,6 g, æ im 
l-dem-Rohr + 1°1’. Verseifungszahl 201,9. 

Säure über Barytsalz gereinigt, im Capillarrohr geschmolzen weiß, 
bei 33—36° schwach opalescent, erst gegen 53° vollkommen klar. 

C 72,47), H 12,26 °/, 
72,68 /, 12,29 9, 

Fr. 2, außen 238—245, innen 210—220°, es scheiden sich krystal- 
linische, nicht einheitliche Massen aus. 3,8 g. 

Fr. 3, außen 245—255, innen 200—230°. 7,5 g. Wie Fr.1 be- 
handelt. 

Säure C 72,86 /, H 12,36 ], 
72,40 °/° 12,33%, 

Fr. 4, außen 255—310, innen 230—245°. 3,0 g-+ 1,6 œ im I-dem- 
Rohr + 1° 25’. Verseifungszahl 175,8. 

Aus den in kaltem Alkohol unlöslichen Kalisalzen, 
die sich nach der Verseifung des Wollfettes abgeschieden hatten, 
wurde hiernach ein Säuregemenge gewonnen, das sich durch 
Auskochen mit Äther in drei Fraktionen zerlegen ließ. In 


heißem Äther unlöslich, blieb, wie auch früher, ein hoch- 
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schmelzender Anteil. Eine gewisse Menge von ihm schien sich 
auch unter den in heißem Äther löslichen Säuren zu finden. 
Diese bestanden im wesentlichen aus hochmolekularen Säuren, 
deren Äthylester im Vakuum der Wasserstrahlpumpe nicht oder 
nur zum kleinsten Teil destillierten und überwiegend Cerotin- 
säure zu sein schienen, aber verunreinigt mit kleinen Mengen 
niedrigerer Fettsäuren. Die in kaltem Alkoholäther löslichen 
Säuren schienen ebenfalls überwiegend aus Cerotinsäure zu 
bestehen, denen aber auch Säuren von niedrigerem Molekular- 
gewicht beigemengt waren. 

Die in Alkohol löslichen Kaliseifen schieden sich 
beim Stehen in eine schwerer und in eine leichter lösliche 
Fraktion. Die, erstere wurde in die Bleiseifen übergeführt und 
diese in einen in Äther löslichen und einen in Äther unlös- 
lichen Anteil getrennt. Die in Äther löslichen Bleiseifen wurden 
nicht ‚weiter untersucht, die in Äther unlöslichen enthielten 
neben einer anderen Säure offenbar Palmitinsäure. 

Auch die leichter lösliche Fraktion wurde in die Bleisalze 
übergeführt. Durch Behandeln mit Ätheralkohol ließen sich 
diese in einen in Äther löslichen und einen in Äther unlös- 
lichen Anteil trennen. Aus letzterem wurde eine rechtsdrehende 
Säure gewonnen, die eine Oxystearinsäure zu sein schien 

für C, H,O; . Mol.-Gew. 300, ber. 72,0°/, C 12,0%, H 
gef. 72,4—72,8°/,C 12,2—12,3%/,H. 

Ihr Äthylester ergab in der ersten Fraktion eine Versei- 
fungszahl von 201,9, in der vierten von 175,8 statt der ge- 
forderten 186,6. Der „Oxystearinsäure“ scheinen noch geringe 
Mengen Palmitinsäure beigemengt gewesen zu sein. Jedenfalls 
beweist der Versuch die Anwesenheit einer interessanten, bisher 
unbekannten Säure im Wollfett. — 

Fassen wir diese Versuche zusammen, so war es zwar 
gelungen, die verschiedenen im Wollfett enthaltenen Säuren 
durch Fraktionierung der Säuren selbst und ihrer Ester, in 
letzterem Falle unter Benutzung des Vakuums, weitgehend zu 
trennen, es macht aber offensichtlich erhebliche Schwierigkeiten, 
besonders bei den hochmolekularen Säuren, zu vollkommen 
reinen Körpern zu gelangen. Bestand nun auch die Möglich- 
keit, diese Schwierigkeit bei Wiederholung der Versuche mit 
noch größeren Substanzmengen zu überwinden, so wurden doch 
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zunächst noch einige Orientierungsversuche über das Verhalten 
der Säureamide gemacht, um zu sehen, ob deren Eigen- 
schaften zur Trennung geeigneter sind, als die Eigenschaften 
der Säuren selbst und ihrer Ester. 


Versuch 1. 

Etwa 2 g eines Säuregemisches, das Säuren vom Schmp. 78,5—91° 
und einer Acidität von 154—167° enthielt, wurde auf dem Sandbad mit 
Phosphorpentachlorid zusammengeschmolzen, nach dem Erkalten mit 
wässerigem Ammoniak zerrieben, dann mit Wasser und Alkohol be- 
handelt. Das Reaktionsprodukt wurde mit Methylalkohol ausgekocht. 
Die methylalkoholische Lösung wurde mit einer Phenolphtaleinlösung und 
methylalkoholischen Barytlösung bis zur Rotfärbung versetzt. Nach dem 
Erkalten schieden sich weiße, krystallinische Massen aus, die aus heißem 
Alkohol umkrystallisiert wurden. 

Schmp. 100—101°, 8,7 bez. 3,1°/, N. 
Versuch 2. 

2 g Fettsäuren vom Schmp. 69° wurden mit ca. 10 g Thionylchlorid 
gelinde erhitzt. Die Lösung wurde im Vakuum bei Zimmertemperatur 
zur Trockne verdampft. Der Rückstand wurde in Chloroform (wasser- 
freies!) gelöst und in die mit Eis gekühlte Lösung unter Schütteln 
trockenes Ammoniakgas eingeleitet. Die sich ausscheidenden Massen 
wurden mit kaltem Alkohol behandelt und das hierbei ungelöst Ge- 
bliebene aus kochendem absoluten Alkohol umkrystallisiert. Die Sub- 
stanz ist löslich in Chloroform, Benzol, wenig löslich in heißem Äther 


und Petroläther. 
Schmp. 104°, 3,2%, N. 


Die Stickstoffzahlen schienen für Cerotinsäureamid, das 
3,4°/, N fordert, zu sprechen. Doch war es sehr wohl möglich, 
daß auch hier die gewonnenen Produkte nicht rein waren. 
Denn als in einem weiteren Versuche etwa 1,5 g der Säuren 
vom Schmp. 89—92° in gleicher Weise behandelt wurden, wurde 
ein Produkt erhalten, das bei 104—106° schmolz und 2,95°;, N 
enthielt, bei der Verbrennung aber nur 75,8°/, C und 12,9°/, H 
ergab, einen so geringen Kohlenstofigehalt, daß jedenfalls kein 
reines Cerutinsäureamid vorliegen konnte. Da nun auch schon 
andere Beobachtungen darauf hinwiesen, daß in der höchst- 
schmelzenden Fraktion der Säuren eine Oxysäure bzw. das 
Anhydrid einer Dioxysäure neben Cerotinsäure enthalten war, 
so ist mit der Möglichkeit zu rechnen, daß sich bei dem zu- 
letzt beschriebenen Verfahren das Amid einer Dioxysäure oder 
einer chlorsubstituierten Säure bildete und dem Amid der 
Cerotinsäure beigemengt war. 
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C.„H,,0.NH,, ford. C 79,2°/,, H 13,4°/,, N 3,459], 

C„H,C0O.NH, » 73,0 12,4 3,16 

C.,H,,(OH),O.NH,, » 74,0 12,6 2,9 
gef. C 75,8°/,, H 12,9°/,, N 2,95°/,- 

Die Trennung dieser Säureamide würde aber wohl etwa 
dieselben Schwierigkeiten machen, als die der Säuren selbst 
oder ihrer Ester. 

Ein geeigneter Weg zur Identifizierung der Säuren scheint 
aber die Überführung in die Kohlenwasserstoffe zu sein. 

Da nach den Angaben von J. Mai!) die Kohlensäureab- 
spaltung aus den höheren Fettsäuren nicht bei der Destillation 
mit Natronkalk stattfinden soll, wohl aber bei der Destillation 
mit Natriumalkoholat erfolgt, so wurde zuerst nach diesem 
Verfahren vorgegangen. In weiteren Versuchen zeigte sich aber, 
daß man auch aus den hochmolekularen Säuren mit Leichtigkeit 
die Kohlenwasserstoffe erhält, wenn man die Barytsalze mit Baryt- 
hydrat im Vakuum erhitzt. Es kommt hierbei, wie es scheint, 
etwas auf die Höhe der Temperatur und die Geschwindigkeit 
des Erhitzens an. 


Versuch 1. 


Säuren aus Wollfett vom Schmelzpunkt 66 — 72°. 

Die Säuren werden in heißem Methylalkohol gelöst und durch Fällen 
mit methylalkoholischer Barytlösung in die Barytsalze übergeführt. 

3,7 g Barytsalz werden mit 1,5 g Barythydrat und wenig Methyl- 
alkohol verrieben und in einer Retorte aus Jenenser Glas in einer gewissen 
Entfernung über einem Teklubrenner im Vakuum sehr langsam erhitzt. 

Das Destillat hat das Aussehen von Paraffin, ist leicht löslich in 
Äther, Petroläther, schwer in Alkohol. Durch Krystallisation aus Aceton 
wird es in zwei Fraktionen zerlegt. 

Fr. 1 wird zur Entfernung gelösten Acetons auf dem Wasserbad 
geschmolzen. Nach einiger Zeit wird der Schmelzpunkt bestimmt. 
Schmp. 45—48°. Die Substanz wird in Chloroform gelöst und mit Brom 
versetzt, bis sich das Chloroform schwach färbt, durch Zusatz von Eis- 
essig wird der Kohlenwasserstoff gefällt, der mit Alkohol gewaschen, 
abgepreßt und zweimal aus Aceton umkrystallisiert wird. Er scheidet 
sich in Kugeln aus, die aus feinsten mikroskopischen Nadeln bestehen. 
Schmp. 50—52°, 

Fr. 2 aus Aceton in verfilzten, verhältnismäßig großen, wetzstein- 
förmigen Nadeln. Nach dem Schmelzen auf dem Wasserbade Schmp. 
43—44°. Absorbiert in Chloroform gelöst nur sehr wenig Brom. 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 22, 2133, 1889. 
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Versuch 2. 


4,1 g Barytsalz mit 1,6 g Barythydrat ebenso destilliert. 
Destillat 2,5 g, dreimal aus Aceton umkrystallisiert. 
Elementaranalyse: 85,7%, C, 14,0°, H. 


Versuch 3. 

Kalisalz aus Wollwachs. 

4,4 g werden mit 8 g Barythydrat im Vakuum allmählich bis zur 
vollkommenen Verkohlung erhitzt. Es werden etwa 2 ccm eines farb- 
losen, bald erstarrenden Destillats vom Aussehen des Paraffins erhalten. 

Aus Ätheralkohol Fr. 1 Schmp. 51,5—52,5, Fr.2 41-44, Fr. 3 
kleine Menge bei Zimmertemperatur flüssig. 

Fr. 1 und 2 werden noch einmal vereinigt und mit metallischem 
Natrium erwärmt. Dann wird mit Alkohol ausgekocht und der Rück- 
stand aus Ätheralkohol umkrystallisiert 

für C,H,s ber. C 85,3°/,, H 14,7 
Schmp. 51,5. gef. C 84,5°/,, H 14,6°/,.. 
Spez. Gew. bezogen auf Wasser von 50° 0,807 
von Zimmertemperatur 0,800. 


Aus diesen Versuchen geht so viel mit Sicherheit hervor, 
daß aus den hochmolekularen Säuren normale gesättigte Kohlen- 
wasserstoffe erhalten wurden, deren schwerstlösliche Fraktion 
bei 51,5—52,5° schmolz. Der Schmelzpunkt für Tetreikosan 
C,‚H,. wird zu 51°, der von Penteikosan C,,H,, zu 53,5°, die 
von Hepteikosan C,.H,, zu 60° angegeben. Hiernach würde 
die Formel für die „Cerotinsäure“* zwischen C,,H,,0, und 
Ce H520, schwanken. 

Ob in den niedriger schmelzenden Fraktionen nur Ge- 
mische von dem aus Cerotinsäure entstehenden Kohlenwasser- 
stoff und dem aus Stearinsäure nach dem oben geschilderten 
Verfahren ebenfalls leicht zu erhaltenden Heptadekan vorliegen 
oder ob auch zwischen beiden liegende Kohlenwasserstoffe 
entstehen, ließe sich erst durch eingehende Untersuchung grö- 
Berer Substanzmengen feststellen. 

So weit meine Beobachtungen über die Säuren des Wollfetts. 

Vergleiche ich sie mit den entsprechenden Angaben von 
Darmstädter und Lifschütz, so besteht eine Übereinstim- 
mung darin, daß die am schwersten löslichen Fraktionen einen 
Körper von einem Schmelzpunkt enthalten, der bei 103 bis 104 
bis 105° liegt. Er zeichnet sich durch seine schwere Löslich- 
keit in Äther und Alkohol aus. Darmstädter und Lifschütz 
geben ihm die Formel C,,H,,0, und betrachten ihn als das 
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Anhydrid einer Dioxysäure, der Lanocerinsäure C,,H,,0,. Die 
Analysen, die ich mit verschiedenen Präparaten ausführte, 
schwankten, was auf Verunreinigungen (Seifen?) beruhen konnte. 
Wegen der schweren Löslichkeit konnte ich auch bisher die 
Reaktion nicht feststellen. Für ein Anhydrid spricht, daß der 
Körper sich beim Kochen mit alkoholischer Kalilauge ganz 
allmählich löst. Die Menge des hierbei gebundenen Alkalis 
schien einer Verseifungszahl von etwa 159 zu entsprechen, sie 
lag höher als die für ein Anhydrid C,,H,,O, berechnete. 

Die Lanocerinsäure soll nach Darmstädter und Lif- 
schütz zwei Anhydride bilden, von denen das eben erwähnte 
beim Schmelzen der Lanocerinsäure auf 110—115° entsteht, 
während ein anderes Anhydrid, das Lanocerinsäurelakton, beim 
Kochen mit Säuren entstehen soll und bei 86° schmilzt. Wäh- 
rend das erstere in Alkohol fast unlöslich ist, löst sich letzteres 
beim Kochen mit Alkohol, Äther usw. leicht auf. Säurefrak- 
tionen, die ein derartiges Verhalten zeigten, beobachtete ich 
auch regelmäßig. Sie ließen sich aber stets durch Fraktionieren 
weiter zerlegen in Säuregemische von teils höherem, teils nie- 
derem Schmelzpunkt. 

Der „Lanocerinsäure“ selbst bin ich bei meinen Versuchen 
niemals begegnet. Sie kann also auch nicht den „Hauptbe- 
standteil des in kaltem Alkohol unlöslichen Teils der Seifen- 
gruppe“ des Wollwachses ausmachen. Bei meinen Versuchen 
war die Menge des „Lanolinsäureanhydrids“ stets nur gering. 

Nach einer brieflichen Mitteilung von Lifschütz ist mit 
diesem Anhydrid der „Lanolinalkohol“ von Marchetti?!) iden- 
tisch. Marchetti erhielt ihn in einer Menge von 0,1°/, aus 
dem Wollfett, also ebenso wie ich, in nur sehr geringen Mengen. 
Er fand den Schmelzpunkt zu 102—104° Im übrigen hat 
die Substanz nach Marchetti die Zusammensetzung C,,H,,O; 
addiert kein Jod, bildet beim Erhitzen mit Benzoesäureanhydrid 
eine Benzoylverbindung vom Schmelzpunkt 65-—66° und bei 
der Oxydation mit Chromsäure eine Säure C, H,O, vom Schmelz- 
punkt 75—77°. 

Einen diesem „Lanocerinsäureanhydrid“ entsprechenden 
Körper erhielt auch H. Stürcke?) bei der Untersuchung des 





1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 28, 158. 
23) Annal. d. Chem. 228, 283, 1884. 
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Carnaubawachses. Seine Trennung von den hochmolekularen 
Säuren dieses Wachses machte ähnliche Schwierigkeiten, wie 
man sie bei der Trennung des entsprechenden Körpers von 
den Säuren Wollwachs findet. Auch H. Stürcke gibt für 
seinen Körper den Schmelzpunkt von 103,5° an. Die Ele- 
mentaranalyse mit 77,81°/,C und 12,56°/, H weist auf die 
Formel C,,H,,0,: Diese Werte liegen nicht weit von denen, 
die die Formel C,,H,,0, erfordert: 76,9°/ C und 12,8°/, H. 
Daraus, daß der Körper beim Erhitzen mit Natronkalk die 
entsprechende Menge Wasserstoff liefert, schließt Stürcke auf 
die Anwesenheit einer Alkoholgruppe und auf die Oxydation 


COOH 
eines y-Laktons CH DO zur Dicarbonsäure C,,H,, ; 
CH COOH 


die bei 89,5—90° schmilzt. 

Mir will es nach alledem scheinen, als ob eine erneute genauere 
Untersuchung dieses Körpers und ein Vergleich mit dem entspre- 
chenden Körper des Wollwachses erforderlich ist, ehe man ein 
sicheres Urteil über die Natur beider Körper abgeben kann. 

Was weiter die Angabe von Darmstädter und Lifschütz 
betrifft, daß das Wollfett Carnaubasäure enthält, so bin ich 
von dem Vorhandensein von Carnaubasäure als einer einheit- 
lichen Säure der Formel C,,H,,O, nicht überzeugt. Ich glaube 
ohne weiteres, daß nach Abscheidung der „Lanocerinsäure“ 
aus dem Säuregemisch eine Fraktion von den angegebenen 
Eigenschaften erhalten wurde, muß es aber nach meinen Er- 
fahrungen für wahrscheinlich halten, daß es sich um ein Ge- 
misch von Cerotinsäure mit niedrigeren Fettsäuren handelte. 

Dasselbe Bedenken läßtsich übrigens auch gegen dieCarnauba- 
säure von Stürcke geltend machen. Dieser Forscher kommt 
zur Annahme einer Carnaubasäure auf Grund einer äußerst sorg- 
fältig durchgeführten Fraktionierung der im Carnaubawachs ent- 
haltenen Säuren, bei der neben größeren Mengen von Cerotin- 
säure (?) eine anscheinend einheitliche Säure vom Schmelz- 
punkt 72,5° fand, welche in ihrer elementaren Zusammensetzung 
zu der Formel C,,H,,O, stimmt. Aber man wird doch die Frage 
aufwerfen können, ob die angewendete Methode zur Trennung 
der Cerotinsäure von kleineren Mengen anderer Fettsäuren mit 
niedrigerem Molekulargewicht geeignet war. H. Stürcke weist 
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selbst darauf hin, daß sich die Carnaubasäure „von den homo- 
logen oder auch metameren Fettsäuren dadurch unterschied, daß 
sie aus geschmolzenem Zustande wiedererstarrt, nicht wie diese 
krystallinische Struktur zeigte“. Mir scheint dieses Verhalten 
gegen die Reinheit der Carnaubasäure bezw. gegen deren Existenz 
überhaupt zu sprechen. 

Weiter geben Darmstädter und Lifschütz an, daß sich 
im Wollwachs nach der Verseifung als „alkohollösliches“ Kali- 
salz zusammen mit der Carnaubasäure eine neue Öxysäure, 
Lanopalminsäure C,,H,,0, und Myristinsäure fände. Diesen 
Säuren bin ich bei meinen Versuchen nicht begegnet. 

Nach meinen Beobachtungen enthält also das Wollfett in 
seinem schwerer löslichen Anteil an Säuren neben dem „Anhy- 
drid der Lanocerinsäure“ wesentlich Cerotinsäure und eine 
geringere Menge von Säuren mit niedrigerem Molekulargewicht 
(vielleicht nur Stearinsäure), in seinem leichter löslichen Anteile 
noch gewisse Mengen derselben Säuren, außerdem aber Stearin- 
säure, Palmitinsäure und Ölsäure, die beim Wollfett zum Teil 
von der zum Waschen benutzten Seife herstammen, ferner eine 
„Oxystearinsäure“ (?), „Harzsäuren“ u.a. 


III. Die Alkohole des Wollfettes. 


Wie bereits erwähnt, zeigte die Untersuchung des Alkohol- 
gemisches, das bei der Verseifung des Lanocerins erhalten wurde, 
ein für uns insofern sehr überraschendes Verhalten, als das 
Gemisch seiner Hauptmenge nach nicht, wie wir erwarteten, 
Cholesterin oder „Isocholesterin“ enthielt. Cholesterin schmilzt 
bei 144 bis 147° und „Isocholesterin“ bei 137 bis 138° 
unsere Gemische schmolzen zwischen 50 und 60°. Sie addierten 
Brom oder Jod in wechselnder und stets geringerer Menge als 
Cholesterin. Aus der Jodzahl berechnete sich ein Gehalt an 
Cholesterin von etwa 10 °/, bis 30°/, Cholesterin. Beim Lösen 
in Chloroform und Zusatz von konz. Schwefelsäure färbte sich 
das Alkoholgemisch in einigen Präparaten nur gelb, in anderen 
mehr oder weniger braun bis braunrot. Es schienen also in 
dem Alkoholgemische wechselnde Mengen von Cholesterin neben 
anderen Alkoholen enthalten zu sein, wofür auch die Kohlen- 
und Wasserstoffbestimmungen sprachen. „Unverseiftes“ in dem 
Sinne, als ob die Verseifung des im Wollfett enthaltenen Esters 
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nicht vollkommen durchgeführt war, war ausgeschlossen, ebenso 
wie auf die sorgfältige Entfernung von Seifen ein besonderes 
Augenmerk gerichtet worden war. 

Aus diesem Gemenge gelang es zunächst, Cerylalkohol 
über sein Acetat, wenn auch noch nicht vollkommen rein. zu 
gewinnen. 

Versuch vom 15. V. 09. 

17 g des Rohalkohols wurden mit 10 g doppelt geschmolzenem 
essigsaurem Natrium und 80g Essigsäureanhydrid am Rückflußkühler 
gekocht. Das Reaktionsprodukt wurde durch Eingießen in Wasser ab- 
geschieden und aus Alkohol umkrystallisiert. Das neutrale Rohacetat 
ergab eine Verseifungszahl von 151 und eine Jodzahl von 16,4. Aus 
letzterer berechnet sich eine Menge von 26,8°’, Cholesterinacetat. Neben 
diesen konnten nach der Verseifungszahl noch zu etwa gleichen Teilen 
Ceryl- und Cetylacetat vorhanden sein. 


Cholesterinacetat 26,8>< 1,30 = 34,8 
Cerylacetat . . . 36,7 >x< 1,27 = 46,5 
Cetylacetat . . . 36,6 >x< 1,97 = 72,1 


100,0 153,4 
Das Rohacetat wurde wiederholt aus Alkohol umkrystallisiert. Das so 
gereinigte Acetat hatte den Schmelzpunkt 51,5 bis 52°, war in Äther 
leicht, in Eisessig schwerer löslich und krystallisierte aus einem Gemisch 
von Eisessig und Äther beim langsamen Abkühlen in dünnen Plättchen. 
Es addierte in Äther gelöst kein Brom, in Chloroform gelöst aus der 
v. Hüblschen Lösung kein Jod, 0,44 g in 20 ccm Chloroform drehten 
in 20 ccm die Ebene des polarisierten Lichtes nicht. In Chloroform- 
Essigsäureanhydrid gelöst auf Zusatz von konzentrierter Schwefelsäure 
schr schwache Grünfärbung; in Chloroform gelöst auf Zusatz von kon- 
zentrierter Schwefelsäure äußerst schwache Rotfärbung 
für Cerylacetat C„H,O. C,H,O: 
berechnet C 79,4°/, H 13,2 °/, Verseifungszahl 127,5 
gefunden „ 79,70, „ 13,4%, = 133,9 
n 79,6%, n 133%, 
Der aus dem Acetat nach dem Verseifen gewonnene Alkohol schmolz 
unscharf bei 70 bis 71° 
für Cerylalkohol C,,H,,OH berechnet C 81,8°/ H 14,1°,, 
gefunden „81,1%, „ 143%, 
n 80,79, n 14,3%, 
n 80,5%, n 14,3 
Die beim Umkrystallisieren des Rohacetats erhaltenen Mutterlaugen 
wurden verscift. Die in Petroläther gelösten Alkohole wurden zur 
völligen Entfernung etwaiger Seifen mit 50°/,igem Äthylalkohol ge- 
schüttelt. Der Rückstand wurde in Alkohol unter Erwärmen gelöst. 
beim Stehen schieden sich neben amorphen kugligen Massen zahlreiche 
Cholesterinkrystalle ab. Um das Cholesterin abzutrennen, werden die 
Alkohole nochmals acetyliert. Die Acetate in Äther gelöst und mit 
eiskaltem Brom-Eisessig in geringem Ü"berschuß versetzt. Hierbei schied 
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sich nichts aus. Es wurde deshalb mit Wasser gefällt und aus heißem 
Ätheralkohol umkrystallisiert. Die Fraktion l schmolz bei 110°. 

Aus einem anderen Alkoholgemisch gelang aber die Ab- 
trennung des Cerylalkohols als Acetat nicht. Auch war es 
nicht möglich, nach Bromierung des Acetats den Brumchole- 
sterinester von den Acetaten der anderen Alkohole auf Grund 
seiner geringeren Löslichkeit zu trennen. Es wurde deshalb, be- 
sonders auch zur Nachprüfung der Angaben, die E. Schulze über 
das Vorhandensein des „Isocholesterins‘‘ macht, das Alkoholgemisch 
benzoyliert. Das Benzoat des Cholesterins ist sehr viel schwerer in 
Alkohol löslich als das Benzoat des Cerylalkohols und seiner Homo- 
logen. Bei der Trennung von Gemischen geht aber mit dem Benzoat 
der letzteren stetsauch in wechselnden Mengen Cholesterinbenzoat 
in Lösung. Eserwies sich deshalb als zweckmäßig, das Alkoholge- 
misch vordem Benzoylierenineinein Alkoholschwererlösliche Frak- 
tion, die den Cerylalkohol enthielt und in eine leichter lösliche 
Fraktion, die überwiegend aus Cholesterin bestand, zu zerlegen. 


Versuch vom 21.V.13. 


Nach der Verseifung des Wollfetts, die diesmal im Autoklaven durch 
6 stündiges Erhitzen mit methylalkoholischer Barytlösung bei 65 bis 75° 
vorgenommen worden war, war der in Lösung gebliebene Baryt mit Kohlen- 
säure entfernt und der hierbei entstehende Niederschlag, sowie der bei der 
Verseifung entstandene, die Barytseifen enthaltende Niederschlag mit Aceton 
ausgekocht worden. Die Acetonextrakte waren nach Abdestillieren des 
Acetons mit dem Rückstand, der die methylalkoholische Lösung beim 
Verdunsten hinterließ, vereinigt worden. Diese Extrakte wurden der Sicher- 
heit halber noch einmal mit alkoholischer Kalilauge gekocht. 

Die Lösung wurde mit Salzsäure für rotes Lackmoidpapier neutrali- 
siert und ohne zu filtrieren mit Baryt für Kurkumapapier alkalisch gemacht. 

1. Aus der Lösung scheidet sich beim Stehen ein Niederschlag ab. 
Er wird abfiltriert und mit Aceton ausgekocht. 

Aus Aceton fallen aus: 

6,6 g gelblich etwas klebrig. Jodzahl 17,5, entsprechend 25°, 
Cholesterin, 5,5 g werden mit 7 com Benzoylchlorid auf 170° erhitzt, 
dann zur Entfernung des Benzoylchlorids im Vakuum bis 210°. 

Das Benzoat wird aus Alkohol fraktioniert: 

a) in Alkohol schwer löslich. Schmelzpunkt oberhalb 133° bzw. 
153° unscharf. 

b) in Alkohol leicht löslich 

æ) zweimal aus Alkohol umkristallisiert. 
Schmelzpunkt 46,5 bis 47°. Verseifungszahl 108,2 
Cerylbenzoat fordert 115,7. 
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Der aus dem Benzoat erhaltene Alkohol schmilzt bei 69 bis 
69,5 scharf. 
f) Schmelzpunkt 50 bis 51°. »-Schmelzpunkt 52 bis 53° scharf. 

2. Das Filtrat wird im Vakuum eingeengt. Beim Einstellen in Eis 
scheidet sich ein Niederschlag ab, der über Eis abgesaugt wird. 

a) Niederschlag ward in Alkohol gelöst, mit Salzsäure für Lackmoid 
neutralisiert und mit etwas Baryt versetzt. Geringer Niederschlag. 
Nach Verdunsten des Alkohols 

15 g einer gelblichen, wachsartigen Masse. Jodzahl, 53 d. h. 78°, 
Cholesterin 

mit 20 g Benzoylchlorid erhitzt usw. 

Fr. a) in Alkohol unlöslich 

aus Äther «&) 3,3 g erweicht bei 143°, bei 165° unvollkommen 
geschmolzen; 
ß) 1,6g Schmelzpunkt 132 bis 134°. 

Fr. b) in Alkohol schwerlöslich sintert bei 124°, schmilzt bei ca. 141° 

Fr. c) n n n n n 130°, n n n 145° 

Fr. d) in Alkohol löslich, zum Teil sirupös. 

Beim Verseifen dieser Fraktionen wurde neben typischem Chole- 
sterin, „Isocholesterin“ von wechselndem Aussehen erhalten d. h. teils 
weißliche kolloidale, teils weißliche körnig krystallinischer Massen. 

Die in Alkohol unlöslichen Benzoate, die aus diesen und 
ähnlichen Versuchen gewonnen wurden, ließen sich durch Frak- 
tionierung aus Äther-Alkohol leicht in vollkommen reines, schön 
krystallisierendes Cholesterinbenzoat vom Schmp. 147 bis 149° 
und niedriger schmelzende Fraktionen zerlegen und anderer- 
seits die leichter löslichen Benzoate in solche vom Schmp. 53,5, 
69 bis 70° und höher schmelzende. 

Aus den niedriger schmelzenden Benzoaten wurde bei der 
Verseifung ein Alkoholgemisch erhalten, das nach dem Um- 
krystallisieren aus Aceton bei 65 bis 66 bis 67° schmolz und 
wesentlich Cerylalkohol zu sein schien. 

Alkohol Schmp. 67,5° 

für Cerylalkohol C,,H,s0, ber. C 81,8% H 14.10% 


i 


gef.  81,4°/ 13,9%), 

F 81,3%, 13,79%), 

3,5 g wurden mit 2,5 g Zimtsäurechlorid erhitzt, bei 120 bis 140° 
erfolgte Reaktion. Die Temperatur wird im Vakuum der Wp. auf 175° 
gesteigert und das Reaktionsprodukt aus Äther umkrystallisiert. 

Cinnamylat Schmp. 50,5°. Verseifungszahl für Cerylcinnamylat 

ber. 107,1%, Ä 

gef. 119,5%/,. | 
Der durch Verseifung erhaltene Alkohol schmolz wieder bei 66°. 
Gegen die Reinheit sprechen geringe Schwankungen im 


Schmelzpunkt des Alkohols, auch stimmten die Analysenwerte 
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nicht immer ganz genau. Der Alkohol ließ sich auch nicht so 
schön krystallisiert erhalten wie etwa der Oktadecylalkohol aus 
der Bürzeldrüse oder der Myricylalkohol aus Bienenwachs. 
Daß der Hauptsache nach Cerylalkohol vorlag, daß aber 
daneben auch andere, und zwar Fettalkohole vorhanden waren, 
ergab sich bei der Oxydation, die in einem Versuch mit Na- 
tronkalk, im anderen mit Chromsäure ausgeführt wurde. 


Versuch 1. 
2,5g Alkohole, die zum Teil höher als 66° schmolzen, wurden mit 
10g Natronkalk etwa 8 Stunden auf 250 bis 270° erhitzt. Das Reak- 
tionsprodukt wurde mit Salzsäure zerlegt und mit Äther ausgeschüttelt, 
der Ätherrückstand wird in das Barytsalz übergeführt und dieses mit 
Alkohol ausgekocht. 
Säure aus Barytsalz. Fr. 1. Schmp. 67,5°. 
für C,,H,,0, ber. 78,8%,C 13,1%, H 
gef. 78,4%, 12,22: 
Fr. II. Schmp. 55°. 
Mutterlauge: schwarzbraunes Harz. 


Versuch 2. 


Alkohol aus Cinnamylat. Schmp. 66° (s. o.). 0,8g in 10 cem Eis- 
essig erwärmt, dazu sehr langsam tropfenweise 1,2 g Chromsäure in 5 ccm 
Eisessig. Die nach dem Erkalten ausgeschiedene harte Säure wird aus 
methylalkoholischer Lösung mit Baryt gefällt, Fällung mit Aceton aus- 
gekocht, Barytsalz in das Kalisalz durch Kochen mit Kaliumcarbonat 
und Alkohol umgelegt, Kaliseife mit Salzsäure zerlegt, Säure, Schmp. 
67,5 bis 68°, Säurezahl 129. Beim Behandeln mit Äther bleibt ein 
kleiner Teil ungelöst. Aus der ätherischen Lösung krystallisiert die 
Säure, aber nicht rein, Schmp. 68 bis 69°. 


Versuch 3. 


Alkohol aus „Lanolin“, mit Chloroformschwefelsäure nur gelb, bis 
schwach braun. 1,5g werden in 15ccm Eisessig erwärmt, dazu Chloro- 
form bis zur Lösung des Alkohols. Dann tropfenweise etwa 13 ccm 
einer 7,5°/,igen Lösung von Chromsäure in Eisessig unter Schütteln und 
gelindem Erwärmen. Mit Wasser verdünnt, eine Zeitlang auf Wasser- 
bad erwärmt, nach dem Erkalten filtriert. Säure mit Alkohol ausge- 
kocht. Hierbei bleibt ein Teil ungelöst, der sich aber in heißem Benzol 
oder Chloroform löst, nach dem Erhitzen auf dem Woasserbade eine 
trockene, spröde Masse bildet und über 90° schmilzt. Er erinnert an 
das „Lanocerinsäurelakton“. In Lösung geht eine Säure vom Schmp. 
72,5 bis 73,5%. Säurezahl 140,4. Nach dem nochmaligen Umkrystallisieren 
aus Alkohol ist der Schmp. 74,5. Die auf dem Uhrschälchen geschmol- 
zene Säure erstarrt in der Mitte krystallinisch, an den Rändern amorph, 
ist also noch keine reine Cerylsäure. 
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Diese Beobachtungen stehen in guter Übereinstimmung 
mit den Angaben von Darmstädter und Lifschütz. Durch 
Fraktionierung des Rohalkohols, den sie durch Verseifung der 
festeren Anteile des Wollfettes gewonnen hatten, erhielten sie 
eine schwerer lösliche Fraktion, die nach 13 bis 15 maligem 
Umkrystallisieren aus der 30 bis 40 fachen Menge Alkohol kon- 
stant bei 77 bis 78° schmolz, kein Brom mehr absorbierte und 
sich aus Alkohol, Aceton oder Eisessig in mikroskopischen, 
sternförmigen Nadeln ausschied. Diese Substanz lieferte bei 
der vorsichtigen Oxydation mit Chromsäure Cerotinsäure. Der 
„Alkohol“ war aber ebenfalls nicht reiner Cerylalkohol, da nach 
der Oxydation ein bei 69 bis 70° schmelzender Körper von 
ganz anderem Habitus zurückblieb und auch in dem oxydierten 
Teile neben Cerotinsäure eine in Alkohol leichter lösliche Säure 
von niedrigerem Schmelzpunkt vorhanden war. Eine zweite 
Fraktion, die die überwiegende Menge der Alkohole bildete, 
enthielt „einen Alkohol“, der bei 68 bis 69° schmolz und bei 
der Oxydation Carnaubasäure vom Schmp. 72 bis 73° lieferte 
und deshalb als Carnaubylalkohol angesprochen wurde Nach 
meinen Beobachtungen ist aber auch diese Fraktion nur ein 
Gemisch von Cerylalkohol mit anderen Alkoholen, deren Natur 
noch festzustellen ist. Eine dritte Fraktion der Alkohole enthielt 
nach ihren Angaben wesentlich Cholesterin neben Isocholesterin. 

Was das Isocholesterin betrifft, so erhält man aus dem in 
Alkohol leichter löslichen Anteil der Benzoylverbindungen stets 
Produkte, die mehr oder weniger die von E. Schulze ange- 
gebenen Eigenschaften besitzen. Bei verschiedenen Darstellungen 
schwanken aber die Schmelzpunkte und Jodzahlen. Es läßt sich 
auch mehr oder weniger leicht Cholesterin aus dem „Iso- 
cholesterin“ herausfraktionieren und, wenn dies nicht gelingt, 
durch Krystallform und die Jodschwefelsäurereaktion mikro- 
chemisch nachweisen. Endlich kann man durch Zusammen- 
schmelzen entsprechender Mengen von Cholesterin und Ceryl- 
‘alkohol ein Produkt erhalten, das beim Umkrystallisieren ähn- 
liche Eigenschaften wie Isocholesterin zeigt. Aus diesen Gründen 
muß ich vor der Hand die Existenz eines „Isocholesterins“ be- 
zweifeln. 
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Die Bedeutung der Elektrolyte für Quellungsprozesse. 


Von 
Wolfgang Ostwald. 


(Eingegangen am 16. August 1916.) 


In einer gleichbetitelten Arbeit von E. Lenk in dieser 
Zeitschrift!) werden neben den Versuchen und Ansichten einer 
ganzen Anzahl verschiedener Autoren auch gewisse Unter- 
suchungen einer sehr scharfen Kritik unterzogen, die ich vor 
10 Jahren zu dem im Titel gekennzeichneten Thema publiziert 
habe?). Von den verschiedenen Punkten, in denen E. Lenk 
anderer Ansicht ist als ich, bitte ich nur auf einen kurz ein- 
gehen zu dürfen, bei dem es sich um Unterschiede in experi- 
mentellen Befunden handelt; eine Erörterung der Divergenzen 
zwischen E. Lenk und mir in bezug auf theoretische Fol- 
gerungen beabsichtige ich nicht vorzunehmen. 

Es handelt sich insbesondere um den Einfluß von Salzen 
verschiedener Konzentration auf die Quellung der Gelatine. 
Hier kommt E. Lenk zu ganz anderen Resultaten als ich» 
insofern als nach seinen Versuchen der Einfluß der Konzen- 
tration auf die Flüssigkeitsaufnahme ein sehr viel einfacherer 
ist, als ich seinerzeit gefunden habe. Eine befriedigende Er- 
klärung für diese Divergenz gibt E. Lenk nicht an, meint 
jedoch, soweit ich aus den nicht sehr klaren Ausführungen 
erkennen kann (z.B. S. 30), daß „Versuchsfehler“ und Mangel- 
haftigkeit der Methodik auf meiner Seite wohl am wahrschein- 
lichsten diese vermeintlichen „Unregelmäßigkeiten“ erklären. 

Hierzu bitte ich zunächst bemerken zu dürfen, daß es sich 
bei den von mir gefundenen komplizierteren Konzentrations- 
einflüssen um von mir oft geprüfte, reproduzierbare Er- 
scheinungen handelt. Ich habe stets, unter anderem auch in 
meinem Laboratoriumspraktikum, bei der Wiederholung dieser 
Versuche durch Schüler, dieselben Erscheinungen, insbesondere 


1) Diese Zeitschr. 78, 15ff. 1916. 
2) Arch. f. d. gese. Physiol. 108, 563, 1905; 109, 277, 1905; 111, 581, 1906. 
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die allmähliche Entwicklung der von mir als typisch betrach- 
teten Konzentrationskurve z. B. bei Natriumchlorid wieder 
beobachten können. Es handelt sich also nicht um experimentelle 
Unregelmäßigkeiten, sondern um definierte und reproduzierbare 
Erscheinungen. Sodann aber besteht ein ganz fundamentaler 
Unterschied zwischen den Versuchen von E. Lenk und den 
meinen, auf den E. Lenk zwar gelegentlich hinweist, den er 
aber nicht zur Deutung der divergierenden Befunde heranzieht. 
Während ich nämlich mit sorgfältig im Wärmschrank ge- 
trockneten Gelatinescheibchen mit höchstens 5°‘, Wasser- 
gehalt gearbeitet habe, benutzt Lenk zu seinen Quellungsver- 
suchen Stücke von Gelatinegallerten von bereits we- 
nigstens 83 bis 84°/, Wassergehalt, deren weitere 
Flüssigkeitsaufnahme er in Salzlösungen verschiedener Kon- 
zentration untersucht. Diese Verschiedenheit im Ausgangs- 
material ist eine derartig große, daß eine Übereinstimmung 
im Verhalten dieser zweierlei Ausgangsmaterialien gegenüber 
Salzlösungen von vornherein unwahrscheinlich ist. Denn wenn 
schon eine über 80°, Wasser enthaltende Gallerte noch weitere 
Flüssigkeit unter Volumvergrößerung aufnimmt, das heißt quillt. 
so sind doch von vornherein bei einem schon zu Anfang des 
Versuches derartig wasserreichen und zugänglichen Objekt 
andere Quellungsbedingungen zu erwarten als bei einem tun- 
lichst von Wasser befreiten Ausgangsmaterial. In Gallerten 
mit 80 bis 85 °'/, Wassergehalt werden Elektrolyte und Wasser 
bereits praktisch frei passieren, so daß z. B. eine große Zahl 
der für die ersten Quellungsstadien charakteristischen Kenn- 
zeichen wie Wärmetönung, starke Contraction, insbesondere 
aber auch Nichtproportionalität von aufgenommenem Wasser 
und aufgenommenen Salz usw. hier wegfallen oder doch sehr 
klein werden. Aus diesen Gründen können aber gar nicht die- 
selben Resultate erhalten werden, wenn z.B. der Einfluß der 
Sulzkonzentration einerseits auf die Quellung möglichst wasser- 
armer Kolloide wie in meinen Versuchen, anderseits auf die 
weitere Flüssigkeitsaufnahme von in hohem Maße vorgequol- 
lenen Gallerten, wie bei E. Lenk untersucht wird. Zweifellos 
sind auch letztere Versuche von Interesse und entsprechen 
z. B. möglicherweise unmittelbarer dem Verhalten der eben- 
falls „vorgequollenen“ Organismen. Sie stellen aber etwas 
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ganz Anderes dar als die von F. Hofmeister, Wo. Pauli usw. 
und auch von mir untersuchten Erscheinungen. 

Ein weiterer fundamentaler Unterschied zwischen den 
Versuchen von E. Lenk und den meinigen besteht aber darin, 
daß ich mich bemüht habe, Quellungsgleichgewichte zu er- 
reichen, indem ich die Platten so lange, als es die Versuchs- 
technik nur irgendwie zuließ, quellen ließ. Solche Platten, die 
nicht mehr abgetrocknet werden konnten, habe ich selbstver- 
ständlich ebensowenig wie E. Lenk berücksichtigt. Die von 
mir für den KonzentrationseinflußB als charakteristisch ange- 
sehenen Kurven, deren zeitliche Entwicklung bei forschreitender 
Quellung sorgfältig gemessen und geschildert wurde, stellen 
derartige Gleichgewichtskurven dar, so gut sie die Methodik 
zu liefern imstande war. Im Gegensatz hierzu ist bei den 
Versuchen von E. Lenk in keiner Weise die Frage berücksichtigt 
oder überhaupt erwogen worden, ob die von ihm gefundenen 
Zahlen Quellungsgleichgewichte, d. h. maximale Quellungs- 
beträge bedeuten. Vielmehr läßt sich aus seinen Zahlen und 
Kurven unschwer entnehmen, daß solche maximale Quellungs- 
stadien noch nicht erreicht, anscheinend aber auch gar nicht 
angestrebt worden sind. Erst in diesen höheren Quellungs- 
stadien treten aber die von mir gefundenen charakteristischen 
Konzentrationseinflüsse auf, während ich in den Anfangs- 
stadien der Quellung Kurven gefunden habe, die mit 
den von E. Lenk gegebenen praktisch identisch sind!'). 
Trotz dieser Übereinstimmung der Zwischenstadien sei indessen 
nochmals hervorgehoben, daß es bei der großen Verschieden- 
heit des Ausgangsmaterials resp. der Versuchsbedingungen 
nicht unbedingt notwendig erscheint, daß vorgequollene Platten 
auch bei der Annäherung an das Quellungsgleichgewicht die- 
selben Kurven ergeben wie getrocknete Platten. In thermodyn- 
amischem Sinne wäre es natürlich gleichgültig für den end- 
gültigen Gleichgewichtszustand, ob in einer Gallerte vorher 
Wasser und nachträgliche Salzlösung zusammenkommt, oder ob 
von vornherein das Kolloid mit einer einzigen Salzlösung in 
Berührung gebracht wird, gleiche Endkonzentration voraus- 
gesetzt. Nach den bisherigen Erfahrungen verhalten sich aber 


1) Man vergleiche die ersten Stadien in Figur 1 S. 585 meiner Ar- 
bcit von 1906 mit Figur 6 und 7 S. 34 in der Arbeit von Lenk. 
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kolloide Systeme keineswegs derartig, daß eine solche Folge- 
rung ohne weiteres mit Sicherheit gezogen werden könnte. 
Vielmehr müßte hier erst das Experiment entscheiden, ob dies 
zutrifft, ob also die Lenkschen Gele bei noch längerer Quellungs- 
zeit ebenfalls die von mir gefundenen Kurven aufzeigen. 
Übrigens muß bei Quellkörpern von 80 bis 85°/, Wasser- 
gehalt diese ansehnliche Wassermenge bei der Berechnung der 
Konzentration in Betracht gezogen werden. 

Was die weitere Kritik von E. Lenk an der Genauigkeit 
meiner Methodik im Vergleich zu der von ihm gewählten an- 
betrifft, so möchte ich Interessenten bitten, sich selbst durch 
Vergleich meiner Angaben über die Versuchstechnik mit den 
Angaben E. Lenks über seine Methodik ein Urteil zu bilden, 
wer in dieser Beziehung genauer und sorgfältiger vorgegangen 
ist. Den Grund dafür, daß ich im Laufe der Versuche zu 
immer kleineren Gelatineplatten übergegangen bin, um die be- 
kannten von K. Spiro und anderen wiederholt hervorgehobenen 
Einflüsse der Form und der Elastizitätsverhältnisse des Quell- 
körpers tunlichst zu reduzieren, insbesondere aber um Quellungs- 
gleichgewichte zu erreichen, scheint E. Lenk gar nicht er- 
wogen zu haben, da ich sonst nicht verstehe, weshalb er diese 
zweifellose Verbesserung in der Methodik für eine Verschlechte- 
rung hält. 

Zusammenfassung. 


Die Divergenzen zwischen den Befunden von E. Lenk und 
den früheren von mir gefundenen über den Konzentrations- 
einfluß von Salzen auf die Quellung von Gelatine beruhen 
darauf, daß ich die Quellung sorgfältig vorgetrockneter 
Gelatineplatten untersucht habe, während E. Lenk über die 
weitere Flüssigkeitsaufnahme von bereits 80 bis 85°), Wasser 
enthaltender, d.h. gleichsam vorgequollener Gallerten ge- 
arbeitet hat; ferner darauf, daß von mir Quellungsgleich- 
gewichte angestrebt und als Kennzeichen des Salzeinflusses 
angesehen worden sind, während in den Versuchen von 
E. Lenk nicht Quellungsgleichgewichte, sondern Zwischenstadien 
der Quellung als charakteristisch angesehen werden. Die 
Kurvenform dieser Zwischenstadien von Lenk stimmt überein 
mit den von mir für solche Stadien gefundenen Kurven. 


Untersuchungen zur Lehre von der Bilutgerinnung. 
I. Mitteilung. 


Von 


B. Stuber und R. Heim. 
(Aus den Laboratorium der mediz. Klinik zu Freiburg i. Br.) 


(Eingegangen am 22. August 1916.) 


Wir haben schon vor geraumer Zeit in einer vorläufigen 
Mitteilung!) die Ergebnisse der folgenden Arbeit kurz ange- 
geben. Die damals schon angekündigte Veröffentlichung unserer 
Versuchsprotokolle hat sich leider infolge Ausbruch des Krieges 
bis heute verzögert. 

Wie bereits früher bemerkt?), waren es die Beobachtungen 
des einen von uns (Stuber) im Verlaufe von Untersuchungen 
über Phagocytose, in denen eine auffallende Beschleunigung 
der Blutgerinnung im Tierexperimente durch intravenöse In- 
jektion von Cholesterinestern auffiel, die den Anlaß zu der im 
folgenden näher präzisierten experimentellen Fragestellung, des 
Einflusses der Fette auf den Ablauf der Blutgerinnung, gaben. 

Von einem einleitenden Eingehen auf die verschiedenen 
Theorien der Blutgerinnung glauben wir, um nicht zu weit- 
schweifig zu werden, absehen zu dürfen, da ja dieselben zur 
Genüge bekannt sein dürften. Wir werden deshalb im folgen- 
den nur insofern auf die überaus zahlreiche Literatur zurück- 
greifen, als es sich um Arbeiten handelt, die in direkter Be- 
ziehung zu unseren Untersuchungen stehen. 

Was die Versuchsanordnung anbelangt, so wurden die zu 
prüfenden Fettsubstanzen als 0,001 bis 1°/,ige Emulsionen 
dem Oxalatblut resp. zentrifugierten Oxalatplasma zugesetzt. 


1) Münch. med. Wochenschr. 1914, Nr. 30, S. 1661. 
3) l. c. 
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Die Darstellung der Fettemulsionen war nicht leicht und er- 
forderte speziell bei der Palmitin- und Stearinsäure einige 
Übung. Die besten Resultate erhielten wir durch allmählichen 
Zusatz einiger Kubikzentimeter ca. 2°/ iger Gummilösung zu 
der entsprechenden Fettsäure unter fortgesetztem Rühren in 
der Reibschale. Nachdem eine homogene Mischung eingetreten 
war, wurde in größeren Zwischenräumen tropfenweise destilliertes 
Wasser zugesetzt. Auf diese Weise erhielten wir nach einiger 
Übung sehr haltbare Emulsionen, die auch im Tierexperiment 
intravenös gegeben werden konnten, ohne Embolien hervor- 
zurufen. 

Das Gemenge von Fettemulsion und Blut resp. Plasma 
blieb ca. 1/, Stunde im Brutschrank und erhielt dann durch 
raschen Zusatz (3 Tropfen) einer 5°/,igen Caleiumchloridlösung 
sein Gerinnungsvermögen wieder. Die zum Ablauf der Ge- 
rinnung nötige Zeit lieferte einen Maßstab für die gerinnungs- 
fördernde Kraft der einzelnen Zusätze. Aus unseren großen 
Versuchsreihen führen wir aus jeder Reihe nur einzelne Bei- 
spiele an, da die Ergebnisse jedesmal übereinstimmend waren. 

Im folgenden beginnen wir mit der Prüfung der 


Triglyceride der höheren Fettsäuren. 
Tabelle I. 





Zusatzmenge in Kubik- ni 
zentimetern 0,2 | 0,5 | 1,0 | 23,0 


der E ion v ; Te i 
er Emulsion von Gerinnungszeit in Minuten 





























Tristearin 1% ae a ES 4 eth 2 3!/, 
Zrpalmitn I 2.4.0 % 41 3. 3, | 4, 
Triolein 1 2... ... 11 6 4), 4'i, 
Thrombokinase . . . . .. 9 4), 9% | a 
Gummilösung 2%, . » .. . 11 6, | 6% 9 
Ma OO a e aea 14a | 20 | 83 120 





In allen Versuchen wurden je 2 ccm Plasma mit den in 
den Tabellen vermerkten Mengen der Fettemulsion vermischt. 
Als Kontrolle wurde die zur Darstellung der Fettemulsionen 
verwandte 2°/,ige Gummilösung in denselben quantitativen 
Verhältnissen, und ebenso eine nach den Angaben von Mora- 
witz dargestellte Pferdeleberthrombokinase zugesetzt. Die in 
den Tabellen angegebene Gerinnungszeit bezieht sich auf den 
Augenblick, in dem die Gerinnung so vollkommen war, daß 
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das Reagensglas umgekehrt werden konnte, ohne daß Flüssig- 
keit austrat. Eine weitere zeitliche Einteilung des Gerinnungs- 
ablaufs, wie das vielfach geübt wird, nach den sukzessive 
sichtbar werdenden Zustandsänderungen des Plasmas im Sinne 
der Trübung, Flockenbildung, Klumpung usw. schien uns für 
die vorliegenden Versuche unnötig. Vielfach spielten sich diese 
Vorgänge auch so rasch aufeinanderfolgend ab, daß eine dies- 
bezügliche Einteilung kaum möglich war. Wir bemerken noch, 
daß wir sämtliche Zusätze mit 0,9°/ iger NaCl-Lösung isotonisch 


machten. 
Tabelle I. 


Pferdeoxalatplasma je 2cem 
Zusatzmenge in Kubikzentimetern | 3 I nz: | nan 
der Emulsion SAS | 1,0 


Gerinnungszeit in Minuten 








Tristeacin 195 4. 2.08: Wir 8 3°, 2, 





Tripelmiitin. E ooa 0 ru om oy | 43], | 4!/, 
EINS as ar a a wu 61/, 82), | 81, 
Thrombokinase . . ...... 43), 4 31, 
NE LE ET ee 13 16 | 18 





Zusatz (Menge je 0,5 ccm 1°/,ige Emulsion) En se} j 








a 5.06 1 ee re E E 91/3 
Tristearin + Tripalmitin : . «s se è. eases 2 
Triolein + Tripalmitin + Tristearin . ....... 3 
DDAR u: an ee A Tr 5 
Tripalmitin + Triolein . . s is i no ya a 21); 
Tristóarin- Trioleim ass oor aia a 1412 
DROI: ©: a u ce er ee i oa A 20 
LUROTDHOEIHBED: 4: 45.00 a N A an ee E 2 


Wenn man in den obigen Tabellen die einzelnen Ge- 
rinnungszeiten bei den verschiedenen Triglyceridzusätzen mit 
der Wirkung der Thrombokinase vergleicht, so erhellt die bei 
ihnen übereinstimmende Verkürzung der Gerinnungszeit. Be- 
sonders deutlich tritt dieser Effekt bei dem Tristearin und 
Tripalmitin hervor; vor allem das erstere zeigt eine an In- 
tensität der Beschleunigung vielfach gleiche Wirkung wie die 
Thrombokinase. 

Die verwandten Triglyceridemulsionen zeigten gegen Lack- 
mus und Phenolphthalein minimal saure Reaktion. Bei frisch 
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bereiteten Emulsionen genügte durchschnittlich auf 5 ccm 
Emulsion 1 Tropfen ?/ „NaOH, um die neutrale Reaktion 
herzustellen. Bei älteren Emulsionen war die Säuerung eine 
beträchtlichere. Es ist einleuchtend, daß der Säuregrad beim 
Triolein am stärksten, beim Tristearin am schwächsten war. 
Die in Tabelle II verwandten Emulsionen waren ganz 
frisch zubereitet, während die in Tabelle I angewandte Tri- 
stearinemulsion 2 Tage alt war und dementsprechend saurer 
reagierte (Mehrverbrauch an "/ „NaOH — 2 Tropfen). Wir 
vermuteten dementsprechend, daß die in diesen Versuchen 
schon bei geringerem Mengezusatz eintretende intensive Be- 
schleunigung der Gerinnung beim Tristearin auf der größeren 
Menge der abgespaltenen freien Fettsäure beruhe. Dadurch 
wurden wir veranlaßt, im folgenden die Versuche dahin ab- 
zuändern, daß wir die Triglyceride durch Steapsin (Grübler) 
spalten ließen und die Wirkung von gespaltenen und nicht 
gespaltenen Triglyceriden, gemessen an ihrem Säuregrad, prüften. 
Nach erfolgter Spaltung wurde das Ferment durch Erhitzen 




















inaktiviert. 
Tabelle IV. 
Pferdeoxalatplasma je 2 ccm Pferdeoxalatplasma je 2 ccm u 
frisch Tage alt 
Zusatzmenge Ta TE = FE FA T eu 
in Kubikzenti- ’ Tri- 
= era u glycerid |Triglycerid Kontrolle glycerid |Triglycerid Kontrolle 














der Emulsion [05110105 |10 [05] 10] 05] 10] os |10] 05i 10 


Gerinnungszeit in Minuten 

Tristearin 1%/,. . 

Tripalmitin 1°/, . 

Triolein 1°/, j 

Thrombokinase . 

Gummilösung 2°/, 

NaCl 0,9%, . . . 

In den folgenden Tabellen wurden die Versuche weiterhin 

noch in der Weise abgeändert, daß der durch die fermentativ 

abgespaltenen Fettsäuren bedingte Säuregrad neutralisiert wurde 

und die neutralen Emulsionen ebenfalls zum Gerinnungsversuch 
verwandt wurden. 

Wie aus Tabelle IV und X zu entnehmen, kann die Tri- 

glyceridwirkung durch Spaltung wesentlich erhöht werden, 

auch hier tritt beim Tristearin ein der Thrombokinase zeitlich 
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Tabelle V. 





Pferdeoxalatplasma je 2 com 








© 
pt 
© 
(Ss) 
© 
on 


Zusatzmenge in Kubik- 
zentimetern 
der Emulsion 


Triglycerid 
Zersetztes 
Triglycerid 
neutralisiert 
Triglycerid 
zersetzt 
Zersetztes 
Triglycerid 
neutralisiert! 
Triglycerid 
Triglycerid 
zersetzt 
Zersetztes 
Triglycerid 
neutralisiert 


Triglycerid 
zersetzt 





Gerinnungszeit in Minuten 






Tristearin 1°% ... 9], 
Tripalmitin 1°. . - 8, 
Triolein 1%, . . wir 


Thrombokinase . . . 
Gummilösung 2°/,. - 


Tabelle VI. 


Pferdeoxalatplasma je 2 com 


Zusatz (Menge 0,5 ccm) | Gerinnungszeit 5 





n neutralisiert . . . x... öl n 
Thrombokinase . . ... 2.2.2. . 8 r 
n neutralisiert . . . . . 4, h 
Gummilösung 2°, <- -e 2: 2200. Th » 
Nacl og =. = 2 2 Su. w aaa 12 Std. 


beinahe gleicher Wirkungseffekt ein. Zu diesen Versuchen 
wurden frisch zubereitete Emulsionen verwandt. 

Die Resultate ändern sich jedoch wesentlich, sobald ältere, 
ihrem Säuregrade nach stärkere Emulsionen in Anwendung 
gelangen, wie aus Tabelle V erhellt. Hier ruft wenigstens bei 
stärkeren Konzentrationen die durch die Spaltung hervor- 
gerufene Übersäuerung eine Verzögerung der Gerinnung hervor. 
Es zeigt sich also bei einem ganz bestimmten Säuregrad ein 
Optimum der Gerinnung, diesseits und jenseits dieses Optimums 
nimmt die Gerinnungsfähigkeit gleichmäßig ab. Daß es sich 
dabei um eine reine Säurewirkung handelt, ist aus den Ta- 
bellen IV bis VI ersichtlich, indem durch Neutralisation der 
Säurewirkung der Einfluß auf den Ablauf des Gerinnungs- 
vorganges annähernd zum Wegfall gebracht werden kann, 
vorausgesetzt, daß die neutralisierten Emulsionen sofort ge- 
braucht werden (Tabelle V und VI). Bleiben dieselben längere 
Zeit stehen, so tritt erneut eine Abspaltung ein, und infolge- 


dessen ist der Wegfall der Beschleunigung ‚nur relativ (s. Ta- 
Biochemische Zeitschrift Band 77. 99 
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belle X). Daß auch für die Thrombokinase diese Überlegungen 
zutreffen, ist aus Tabelle VI zu entnehmen. Wir werden auf 
die theoretische Bedeutung dieser Versuche später noch genauer 
eingehen. 

Tabelle VII und VIII geben Versuche wieder mit Kom- 
bination von Triglycerid und gleichnamiger Fettsäure; auch 
hier zeigt sich natürlich derselbe Erfolg wie bei den gespaltenen 
Triglyceriden, auch hier tritt das Optimum der Gerinnung bei 
einem ganz bestimmten Säuregrad auf. In Tabelle IX findet 
sich fernerhin noch ein Versuch von Triglycerid und gleich- 
namiger Seife; auch hier war natürlich entsprechend dem Dis- 
soziationsgrad der Seife in geringen Konzentrationen eine Be- 
schleunigung der Gerinnung zu erwarten. 


Tabelle VII 


- Pferdeoxalatplasma 2 Tage alt, je 2 ccm 
Triglycerid | Triglycerid und gleichnamige 
Emulsion 1°), allein Fettsäure 
Zusatz 1 ocm 1 Tr 1,0 com Menge 
; der letzteren 


Gerinnungszeit in Minuten 









Sämtliche Zusätze wurden mit NaCl 0,9°/, isotonisch gemacht. 


Tabelle VIII. 





Pferdeoxalatplasma 2 Tage alt, je 2 ccm 





Triglycerid und gleichnamige 
Fettsäure von letzterer 


0ı | 02 | 05 
Gerinnungszeit in Minuten 





Zusatz 
Emulsion 1°/ 










Tristearin 1,0 ..... 
Tripalmitin 1,0 . 
Triolein 1,0 ... 


Thrombokinase 1,5... 
Gummilösung 15 ... 
Na0l 0,9%, 15 . .. . 
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Tabelle IX. 


Pferdeoxalatplasma 2 Tage alt, je 2 ccm 


Triglycerid 
allein 








Triglycerid und seinelTriglycerid und seine 
Seife 


El NER... e a MORE E a E 
| o1 | 02 | 05 | o1 | 02 | 05 


Zusatz 
Emulsion 1°/, 











Gerinnungszeit in Minuten 


Tristearin 1,0. . | 27, | h | 19, Bia | Bha 
Triolein 1,0 .. | 8, 15! 4, er 
Tbrombokinase 1,5 21/3 — | — en Ä me 


Tabelle X. 














Pferdeoxalatplasma je 2 ccm 







Ansatz _ 001 | 005 | 02 
Gerinnungszeit in Minuten 
Triolein (absolut) . . ... 22 2.. 
` zersetzt (Ferment aktiv) . . . 
~ n (Ç » inaktiviert) . 41 
. 2 neutralisiert (Ferment 
aktiv) . . 2.2 .2.. 223/3 
n neutralisiert (Ferment 
inaktiviert) . . . . . 114 


Der in obenstehender Tabelle deutlich zutage tretende 
Einfluß des lipolytischen Fermentes soll in einer folgenden 
Arbeit besonders behandelt werden. 


Tabelle XI. 


Pferdeoxalatplasma je 2 com 
Zusatzmenge in Kubik- | nr 
zentimetern 0,1 | 0,2 | 0,3 | 0,5 | 1,0 
der Emulsion EEE TE 


Gerinnungszeit in Minuten 
Acid. oleinic. 19), . - . 








Acid. palmitin. 1°/, 41, ð 
Acid. stearin. 1°% . - - 3 JA 
Natr. oleinic. 1°% - . - 91/3 87 
Natr. stearin. 1° - - - 11 7 
Thrombokinase .. .. 31 22, 
Tierkohle 2%, . ... 10%, ð 
Gummi arab. 2°% . .. 121), 7 
NaCl 0,9%, e... 15 18 


In Tabelle XI und XII kamen Emulsionen der reinen 
höheren Fettsäuren und der entsprechenden Seifen zur Prüfung. 
Auch hier tritt der eminente Einfluß gerade der Stearinsäure 
besonders zutage. Sie kommt in ihrer Wirkung auf den Ab- 


lauf des Gerinnungsgeschehens einem typischen Cytozym gleich. 
22* 
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Tabelle XII 








Zusatzmenge in Kubikzentimetern 05 10 
der Emulsion E SE 





Ani: Seil: 1 u ar a 
Acid. palmitin. 1°/, 
Acdd. wear. 19,2 5 E E 
Natt oleinie: I ra 0:50 ter ae 
Netz: tearn. 19: 22.0204 0% 
Tuekobls Dl 7 en 
TBEDINDOKINSEO v a 4 u.a wi 
MOLOI 22a 


Tabelle XIII. 





Pferdeoxalatplasma je 2 ccm 
+ Tristearin 0,1 ccm 


Zusatz M nT 
Fettsäure 0,01°/, Ei ae 


Gerinnungszeit in Minuten 





Amesensäurs ; 2: 2 005 04 23 
Eengel u. nr re 2 13 
PEODIONSÄGSE = u. 4 a ei 13 
Isobuttersäure 40 
Isovaleriansäure 13 
Cipto enea 2 5 een 30 
OGleinshüre: 2 3... 2 3 2 we 2% 23 
Palmitinsäure . . - - : 2 2 2 202% 13 
Stearinsäure . i . : 2.2... š 10 
Milohkokurö: + ecua ur a 17 
ß-Oxybuttersäure 18 
Aminoessigsäure 30 
TOO 3 a a a 65 
r O ee eh E 17 
Cool 7.2 200.8 are r o 28 
BIER = 2: ee ee 65 
Bela aa a a a 17 

40 





TEE a ee 
Das Plasma ohne Zusatz gerann in 60 Minuten. 


Die Seifen wirken, wie nach den obigen Ausführungen nicht 
anders zu erwarten war, in den entsprechenden Konzentrationen 
nur gering beschleunigend resp. hemmend, je nach ihrem Dis- 
soziationsgrad, wie aus Tabelle XI und XII zu ersehen ist. 
Nach diesen Versuchsresultaten, die eine beinahe spezifische 
Wirkung der höheren Fettsäuren auf die Beschleunigung des 


_Pferdeoxalatplasma je 2 com 


Gerinnungszeit in Minuten 
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Gerinnungsablaufes ergaben, erschien es uns besonders inter- 
essant, die homologe Reihe der Fettsäuren einer Prüfung zu 
unterziehen, von dem Gedanken geleitet, daß hier vielleicht 
Gesetzmäßigkeiten bezüglich des Gerinnungsproblems aufzufinden 
wären, wie solche ja bekanntermaßen für gewisse immunisato- 
rische Vorgänge schon längere Zeit bekannt sind. Als Kon- 
trollen dienten noch Versuche mit Amino- und Mineralsäuren. 


Tabelle XIV. 





Pferdeoxalatplasma je 2 ccm 








Menge in Tropfen 
1 | 10 


Gerinnungszeit in Minuten 


Zusatz 
0,01°/,ige Fettsäure 















Ameisensäure . . . . 2 2 ev 2 20. 
Essigsäure . . » 2: 2 2 220 00. 
Propionsäure . . . 2.2.22 2 2.0. 
Isobuttersäure . .. 2» 2 2 2 2 0. 
Isovaleriansäure . . . . 2 2 2 2 02. 
Capronsäure . . 2». 222000. 
Oleinsäure . . . 2» 2 2 2 2 2 2 0. 
Palmitinsäure . . . . . 2. 2 2 2.0. 
Stearinsäute . . 2 2 2 2 2.0. Re 
Milchsäure . . . » 2» 2 2 2 2 2 200° 





Destilliertes Wasser . . . . » 2 
NaCL OOV Ense ee & 






š 4 Tr. 1,1 ccm 
"jooo Salzsäure . . 2. 20000. 420 60 
n’ ooo- SChwefelsäure . ..... er 420 110 


4 Tr. ?/,000-Mineralsäure waren ischydrisch 10 Tr. der drei höchsten 
Fettsäuren, 1,1 com ®/,o0-Mineralsäure entsprachen 10 Tr. der niedrigsten 
Fettsäuren. 


Der Säuregrad der in Tabelle XV angewandten 1°/,igen 
Fettsäuren wurde in der Weise festgestellt, daß je 0,5 ccm 
mit ®/ o NaOH neutralisiert wurden; die jeweils verbrauchten 
Kubikzentimeter "/ „NaOH sind unter der Rubrik „Säuregrad“ 
in Tabelle XV angegeben und bezeichnen annähernd die „Stärke“ 
der einzelnen Säuren. Während in Tabelle XIII die Wirkungs- 
weise der einzelnen Fettsäuren durch den vorherigen Tristearin- 
zusatz etwas verdeckt erscheint, finden wir in Tabelle XIV 
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Tabelle XV. 





Pferdeoxalatplasma je 2 ccm 










2 Tage alt 5 Tage alt 
Zusatz Säure- N hn 
1°, Säure grad |Menge in Tropfen [Menge in Tropfen 
1 | 10 1 110 





Gerinnungszeit in Minuten 






















Ameisensäure . . ... 1,00 — 1440 — 
Essigsäure . . oo... 1,00 — 300 - 
Propionsäure . . .. » 0,70 35 1440 ; 120 
Isobuttersäure . . . .. 0,55 20 1440? 48 
Isovaleriansäure 2 0,50 10 — 36 
Capronsäure . .... 0,40 10 - 120 
Oleinsäure . e.. e.. 0,20 4 — 48 
Palmitinsäure . . .. 0,06 1 

Stearinsäure . . .... 0,03 1 

Milchsäure . . . .. . .» 0,55 45 

ß-Oxybuttersäure . . . . | 0,30 10 

Aminoessigsäure u — 10 

Tyrosin ... s...’ — 25 

Cholin . . . : 2 s.e. — == 





Destilliertes Wasser . . - 
NaCl 0,9%, - +. 


— —, 300 
1440? 1440? 


4T | 4 Tr | 1,1 cem 
a oSalzsäure . ..... 7 300 > - 
a’ ọoSchwefelsäure . . — 10 — 120 | = 


4 Tr. =: Saure waren isohydrisch 10 Tr. der drei höchsten Fett- 
säuren, 1,1 ccm */ ‚Säure entsprachen 10 Tr. der niedersten Fettsäuren. 


und XV den verschiedenen Effekt der einzelnen Säuren klar 
ausgeprägt. 

Besonders in Tabelle XV treten gerade die höheren Fett- 
säuren in ihrer ausgesprochen beschleunigenden Wirkung auf 
den Ablauf des Gerinnungsprozesses augenfällig hervor, und es 
ist unverkennbar, daß zwischen Konstitution der Säure und 
Wirksamkeit ein deutlicher Zusammenhang in der Weise be- 
steht, daß mit zunehmender Kohlenstoffatomzahl im Molekül 
auch die Fähigkeit wächst, den Blutgerinnungsprozeß zu be- 
schleunigen. Am klarsten tritt dieser Effekt demgemäß bei 
der Stearinsäure zutage. 

Dieser eminente Einfluß gerade der biologisch wichtigen 
höheren Fettsäuren auf die Blutgerinnung drängte naturgemäß 
zu Vergleichen mit weiteren Säuren; vor allen Dingen solchen, 
denen eine nicht minder bedeutende Rolle im Geschehen des 
. Organismus zugedacht werden muß. Da fiel zunächst natürlich 


Pe en us 
—— un. en 
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die Wahl auf die physiologisch wichtigste Säure, die Kohlen- 
säure. 

Das Blut resp. Plasma wurde mit verschiedenen Kon- 
zentrationen von Kohlensäure beladen. Die Messung der Kon- 
zentrationen der Kohlensäure erfolgte mittels des Interferometers. 

Wir geben im folgenden unsere Versuchsresultate. 


Tabelle XVI. 


Pferdeoxalatplasma + 1°/ ige Stearinseife 
je 0,1 ccm 









Zusatz 
10 Tr. 0,01°/,ige Fettsäure 


Ameisensäure . . ° .... 7 
Essigsäure . . . 2.2... T, 
Propionsäure . ...... Tia 
Isobuttersäure . ..... 2, 
Isovaleriansäure . . ... 41, 
Capronsäure . . ..... gi, 
Oleinsäure . . . . . Be a Tr 
Palmitinsãäure . . ..... 41), 
Stearinsäure . . ..... 48), 
Milchsäure . .. 2... ð 
ß-Oxybuttersäure ..... ð 
Aminoessigsäure . .... ð 





Menge in Tropfen 
1 | 10 | 20 | 1 | 10 | 20 














a/o- Mineralsäure H,SO, . . | 7 7 7 8, | 51, | 54, 
"000°, m ” 1, | 1a | ha f 89, | 5h | 5% 
Destilliertes Wasser . 7? 7 7 104 1 9%, 1.89 


Das Plasma allein gerann nach 10 bzw. 18 Min., nach Durchleitung 
von Luft mit 6°/, Kohlensäuregehalt verkürzte sich die Gerinnungszeit 
auf 1!/, bzw. 4°/, Minuten. 


Tabelle XVII. 


m m Un 


Rinderoxalatblut durchspült mit 
Zusatz Luft ag 30°/, Kohlen- 
Emulsion 1°/, 00h 8Bäure | säure 


säure 


Gerinnungszeit in Minuten 


= Tla 241), 10 
Tripalmitin 05 .... 4 5 10 
Thrombokinase 0,5... . 4 6 8 


Steapsinsol. 10 Tr.. . . 2? | 4? 3? 
NaCl 0,9%, 05 .... 11?/, | 21 
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Tabelle XVIII. 





Rinderoxalatblut durohspült mit 


12°/, Kohlen- | 20°/, Kohlen- 
Luft säure säure o 







Zusatz 
Emulsion 1°;, 
Gerinnungszeit in Minuten 






Tristearın 5 Tr... . . 
10 n 


n © è oè œ 
Thrombokinase 5 Tr.. . 9 
n 10 n 9 
NaCl 0,9°/⁄% 5 Tr. 25 
n 10 n 20 


Tabelle XIX. 


Rinderoxalatblut durchspült mit 
Sauerstoff [11% Kohlensäure[34°/, Kohlensäure 


Zusatz 
Emulsion 1°), 


Zusatzmenge in Tropfen 
a ee 
Gerinnungszeit in Minuten 











Tristearin . .. . 
Thrombokinase . . 
NaCl 0,9%), 

Wie aus diesen Tabellen (XVII bis XXII) ersichtlich ist, 
wirkt beim Vollblut die länger dauernde Einleitung von ab- 
soluter Kohlensäure sehr stark hemmend auf die Blutgerinnung, 
dagegen wirken niedrige Konzentrationen fördernd. Dabei kann 
der Einfluß kleiner Tristearinmengen verstärkt werden, bei 
größeren Mengen setzt wieder eine Hemmung ein. Dasselbe 
ist beim Zusatz der stark sauer reagierenden Thrombokinase 


Tabelle XX. 
nn Hundeoxalatblut durchspült mit 
Luft 7°, iger 
Zusatz Emulsion 1°/, u Kohlensäure 








Gerinnungszeit in Minuten 


Teistearin 5 2 22222. 4 | 3 
Tripalmitin 05 . ... 2.2 220. 4 3 
Triolein 05... 22.2 2 202020. 4 41, 
Thrombokinase 0, TREE 2 4 
NaCl. 0,9%, 2 2 3:0 26 8 Se 4 5 
Steapsinsolution 1 AD Ban 21 31, 
1 5 E 1, 31/, 
10. n ra — — 
e / „-Schwefelsäure 12 Tropfen . 4 5 
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der Fall. Diese zuletzt erwähnte Hemmung ist naturgemäß 
um so stärker, je stärker die Konzentration der Kohlensäure 
ist, wie Tabelle XIX lehrt. Jedoch war bei letzterem Versuch 
die Hemmung bei Durchleitung einer 34°/,igen Kohlensäure 
keine absolute, sondern eine reversible, da nach Abdunsten 
der Kohlensäure sämtliche Blutproben wieder gerannen. 


Tabelle XXI. 
Hundeoxalatblut durchspült mit 
179/03 
Zusatz Emulsion 1°;, Luft ee 





nn nn 


Gerinnungszeit in Minuten 





3 a 11/4? 1 
n I a se Pi 
Die Gerinnungszeit des Plasmas allein betrug vor der Kohlensäure- 
durchleitung 7’, nachher 4°. 


Tabelle XXII. 


Rinderoxalatblut durchspült mit 


14°/, iger 
Luft Kohlensäure 





Zusatz Emulsion 1°/, 


Gerinnungszeit in Minuten 





Tabelle XXIII. 





Pferdeoxalatplasma 
. R nach Durch- nach Durch- 
Zusatz Emulsion 1°/, Luft |leitung absol.! Luft |leitung absol. 
Menge 0,5 Kohlensäure Kohlensäure 











Gerinnungszeit in Minuten 
os 
3 


8a 
er 4, le 













S ae; 23), 
7 


127/3 
14 





Gummilösung . ...... 


| 
Die Einleitung von Kohlensäure in das Plasma ergibt 
ähnliche Resultate (Tabelle XXIII und XXIV). Kurz dauernde 
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Tabelle XXIV. 





Plasma ! „Stde. durchspült 


Ausgangsplasm : - = 
gangsp a mit absoluter Kohlensäure 








Zusatz Seife 1°, Menge in Tropfen 
1 510° 15 Wp Ara 10 ! 15 ` 20 


Cernnnüngzezet in Minuten 





22 112, 1133 128, 15 
361,201, 15}, 19 39 


57 40 29 29 2 





Stearinseife . . . 
Dleinseife . . . . 
Destill. Wasser . 





Einleitung absoluter Kohlensäure verkürzt die Gerinnungszeit 
erheblich (Tabelle XXIII). 

Enthält das Plasma jedoch schon Säuremengen, wie durch 
Tristearinzusatz, so kann die Kohlensäuredurchleitung auch ver- 
zögernd wirken. DaB es sich hierbei nur um eine Wirkung 
überschüssiger H'-Ionen handelt. wird dadurch bewiesen, daß 
durch Neutralisation (Tabelle XXIII) die Verzögerung aufge- 
hoben wird, ja sogar jetzt eine deutliche Beschleunigung eintritt. 


Tabelle XXV. 





Hundeoxalatblut 


| Tier mit Phos- 
| phor vergiftet 








Zusatz Emulsion 1° Tier gesund 


in in Minuten 


Tristearin 0,5 . . : > 2 2 2 2 220 





6 | 22 

ne 7 BO u aao ine aA 6 — 

Thrombokinase 0,5 . 2... 0... 6 29 

n LO er i 6 23 

NaCl 0,99 05 ... 2.2 2 200° 6 | 37 

w OI LO eea we Be i 6 37 
a/ o Schwefelsäure 15 Tropfen. . . 6 69? 

Steapsinsolution 1 Tropfen . .... A 22 

p N en 1, = 

» U ee ee — | -— 


Dieselben Resultate lieferte ein Versuch (Tabelle XXV) 
mit künstlichem Acidosisblut von einem mit Phosphor vergif- 
teten Hunde. Es zeigt starke Hemmung der Gerinnung, die 
durch weiteren Säurezusatz (Tristearin, Thrombokinase) noch 
verstärkt wurde. Das Blut des phosphorvergifteten Tieres 
erwies sich als stark säurehaltig (Titration). 


pou 
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Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Überblicken wir nochmals kurz die Resultate unserer 
Untersuchungen, so glauben wir die hervorragende Bedeutung 
der Fettsäuren für den Ablauf des Blutgerinnungsvorganges 
nachgewiesen zu haben. Die Frage nach der Bedeutung der 
Fette für das in Frage stehende physiologische Problem ist 
keineswegs neu. Schon Nasse hat in seiner klassischen Bear- 
beitung der Blutgerinnung in Wagners Handwörterbuch der 
Physiologie den Gedanken eines diesbezüglichen Einflusses der 
Fette kurz gestreift. Aber auch in neuerer Zeit ist die Rolle 
der Fettsubstanzen, im besonderen der Lipoide, vor allem auf 
dem Gebiete der Immunitätschemie vielfach in den Vorder- 
grund getreten, und so war es eigentlich selbstverständlich, 
daß sie auch in die Lehre von der Blutgerinnung, handelt es 
sich doch hier um ein Gebiet, das zweifellos äußerst viel Be- 
rührungspunkte mit immunisatorischen Vorgängen bietet, Ein- 
laß fanden. Wir erinnern in dieser Hinsicht an die Arbeiten 
von Bordet und Delange?), Freund?) und Zack®). Sie wiesen 
den gerinnungsbeschleunigenden Einfluß der Lipoide nach. Vor 
allem war es das Lecithin, dem von diesen Forschern eine be- 
sondere Aufmerksamkeit zugewandt wurde, während die eigent- 
lichen Fette unberücksichtigt blieben, oder aber, wie von Zack, 
als vermutlich gerinnungshemmend beiseite geschoben wurden. 
Diese Gerinnungsverzögerung sollte nach Zack in der durch 
die Kalkseifenbildung hervorgerufenen Kalkarmut des Plasmas 
ihren Grund haben. Bezüglich der gerinnungsauslösenden Wir- 
kung der Lecithine geht Zack so weit, dieselbe direkt als spe- 
zifisch zu betrachten. 

Daß den Lipoiden als gerinnungsauslösenden Faktoren eine 
Rolle zukomme, war schon nach den grundlegenden Unter- 
suchungen Alexander Schmidts wahrscheinlich. Er konnte 
schon zeigen, daß Substanzen des Alkoholauszuges der ver- 
schiedensten Organe eine ausgesprochen beschleunigende Wir- 
kung auf den Gerinnungsvorgang ausüben. Über die chemische 


1) Bordet und Delange, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 
71, 1913. 

*) Freund, Physiologenkongreß 1910. 

3) E. Zack, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 70, 1912 und 
74, 1913. 
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Natur dieser „zymoplastischen Substanzen“ fanden wir jedoch 
bei ihm keinerlei Angaben. 

Um so erklärlicher war es jedoch, daß, je mehr die phy- 
siologische Bedeutung der Lipoide in den letzten Jahren in 
den Vordergrund trat, um so mehr auch die alkohollöslichen 
zymoplastischen Substanzen Alexander Schmidts mehr oder 
weniger mit Lipoiden identifiziert wurden. 

Die eigentlichen Fette scheinen jedoch, soweit unsere 
Literaturkenntnisse reichen, bis jetzt nicht in den Bereich der 
Untersuchungen im Hinblick auf die Blutgerinnungsfrage ge- 
zogen worden zu sein. 

Wir glauben nun, im Vorhergehenden den einwandfreien 
Beweis für die Wichtigkeit der Fette für das in Frage stehende 
physiologische Gebiet erbracht zu haben. 

Es zeigte sich in diesen Untersuchungen, daß Neutralfette 
eine ausgesprochen gerinnungsbeschleunigende Wirkung 
ausüben. Von den drei zu den Versuchen gebrauchten Tri- 
glyceriden, dem Tristearin, Tripalmitin und Triolein, übte das- 
jenige die größte Beschleunigung auf die Gerinnung aus, das 
entweder schon in der Emulsion, oder nach Lösung im Plasma 
die stärkste saure Reaktion zeigte. Es ließ sich jedesmal im 
Plasma nach dem Triglyceridzusatz nach dem halbstündigen 
Aufenthalt im Brutschrank eine schon mit der Titriermethode 
feststellbare deutliche Zunahme des Säuregrades nachweisen, 
die beim Tristearin und Tripalmitin am ausgesprochensten war. 
Daß diese Verstärkung der Säurewerte auf einer Spaltung der 
zugeführten Triglyceride durch die Blutlipase beruht, ist nach 
den Untersuchungen von Izar!) wahrscheinlich. Einige dies- 
bezügliche orientierende Versuche mit dem stalagmometri- 
schen Verfahren von Rona und Michaelis bestätigten diese 
Ansicht. Benützten wir anstatt des geringen Fettspaltungs- 
vermögens des Blutes das weit stärkere der Organextrakte in 
Form der Steapsinsolution (Grübler), so wurden die Resultate 
weit schärfer, da ja gerade die Pankreaslipase nach den Ar- 
beiten von E. Terroine?) sowohl Glyceride als auch Ester 
der verschiedensten Säuren spaltet. Die auf diese Weise ge- 


!) G. Izar, diese Zeitschr. 40, 1912. 
2) E. F. Terroine, Journ. de Physiol. 13, 1911. 
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spaltenen Fettemulsionen, dem Plasma in bestimmter Menge 
zugesetzt, ergaben eine Gerinnungsbeschleunigung, die 
zeitlich vollkommen mit jener der Thrombokinase 
übereinstimmte. Derselbe, der Wirkung der Thrombokinase 
völlig gleiche Erfolg konnte durch Zusatz von wenig Fettsäure 
zum entsprechenden Tryglycerid erreicht werden. Hatte sich 
schon bei den Versuchen mit gespaltenen Emulsionen gezeigt, 
daß durch eine weitgehende Spaltung und damit eine stärkere 
Säuerung des Plasmas eine gegenteilige Wirkung im Ver- 
gleiche mit schwach sauren Emulsionen zu erzielen war, so 
trat dieser Effekt in den obigen Versuchen von Triglycerid 
und gleichnamiger Fettsäure, je nach der Menge des Fettsäure- 
zusatzes, noch deutlicher in Erscheinung. Es konnte sogar bei 
nur genügendem Zusatz von freier Säure eine beinahe völlige 
Aufhebung der Gerinnung eintreten. Daß diese Erscheinung eine 
Funktion des Säuregrades war, konnten wir dadurch zeigen, daß 
nach Neutralisation der Säure das Gerinnungsvermögen resp. 
die Gerinnungsbeschleunigung erneut auftrat. Es ließ sich dem- 
entsprechend aus den Beziehungen zwischen Säuregrad 
resp. Spaltungsumfang und Gerinnungsbeschleunigung 
eine Kurve zeichnen, die ein Maximum — Gerinnungs- 
optimum zeigt, diesseits und jenseits dieses Maximums rufen 
zu geringe resp. zu hohe Säuregrade einen geringen resp. einen 
hemmenden Einfluß aus. 

Beim Vergleiche der den drei Neutralfetten entsprechenden 
hohen Fettsäuren, der Ölsäure, Palmitin- und Stearinsäure, er- 
gab sich ein bestimmtes Verhältnis zwischen Kohlenstoff- 
gehalt und Einfluß auf die Blutgerinnung, indem beim Zu- 
satz gleicher Mengen die Ölsäure am schwächsten, die Stearin- 
säure am stärksten wirkte, was in dem verschiedenen Säure- 
grade, der ja mit zunehmender Kohlenstoffzahl abnimmt, nicht 
die alleinige Erklärung finden konnte. 

Zur Entscheidung dieser Frage wurde die ganze Reihe der 
homologen Fettsäuren zum Versuche herangezogen. Hierbei 
zeigte sich nun zunächst unzweideutig die Bedeutung des Säure- 
grades für die Blutgerinnung. Bei Verwendung von 1°/,igen 
Lösungen der Fettsäuren machten die niedersten Glieder der 
Reihe, die Ameisensäure und Essigsäure, das Plasma dauernd un- 
gerinnbar, genau so die ihnen entsprechenden Mengen Mineral- 
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säuren. Beim Aufsteigen in der homologen Fettsäurereihe tritt 
dann mit abnehmendem Säuregrad eine zunehmende Gerinnungs- 
beförderung zutage, die bei dem Endglied unserer Reihe, der 
Stearinsäure, ihren Höhepunkt erreicht. 

Die normale Fettsäure wirkt stärker als die Oxyfettsäure. 

Je höher man in der Fettsäurereihe steigt, um so mehr 
tritt die Spezifität der Fettsäurewirkung zutage, so besonders 
bei der Stearinsäure; denn Zusätze von andern Säuren vom 
gleichen Säuregrade, wie z. B. der Aminoessigsäure, Blausäure 
und der Mineralsäuren, reichen nicht entfernt an die Wirkung 
der Stearinsäure heran. 

Noch bei einer 50fachen Verdünnung der 1°/,igen Fett- 
säureemulsionen dominierte die Stearinsäurewirkung über alle 
andern, obwohl ihr Säuregrad dann nur noch minimal in Frage 
kommt. Bei noch stärkeren Verdünnungen tritt der Einfluß 
der Stearinsäure zurück. Bei 100facher Verdünnung wirken 
nur noch die untern Glieder der homologen Reihe bis zur 
Capronsäure beschleunigend, bei 1000 facher Verdünnung zeigen 
nur noch die niedersten Glieder, die Ameisen- und Essigsäure, 
diese Wirkung. Aber auch in diesen starken Verdünnungen, 
in denen Millionstel-Gramm Substanz zur Verwendung ge- 
langten, zeigt sich noch die Spezifität der Fettsäure, denn 
der entsprechende Zusatz von Mineralsäure ist in diesen Ver- 
dünnungen völlig wirkungslos. Wir gelangen also auf Grund 
unserer Untersuchungen zu der Ansicht, daß die auffallende 
Beschleunigung des Blutgerinnungsprozesses durch die Fett- 
säuren, weniger durch die Säurenatur als durch eine spezi- 
fische Anionwirkung hervorgerufen wird. 

Diese Überlegenheit der relativ schwachen Fettsäuren finden 
wir ja im physiologischen und pathologischen Geschehen der 
Organismen weit verbreitet. So wurde von J. Loeb?) bei der 
Membranbildung im Seeigelei eine zunehmende physiologische 
Wirksamkeit der Fettsäuren mit steigendem Kohlenstoffgehalt 
gefunden. Weniger wirksam waren Oxy- und Isofettsäuren. Den 
geringsten Einfluß hatten Mineralsäuren. Loeb folgerte aus 
seinen Untersuchungen, daß nicht allein die H--Ionenkonzentra- 
tion, sondern vor allem eine Molekülwirkung in Betracht käme. 


1) J. Loeb, diese Zeitschr. 15, 1909. 
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Dieselben Resultate erzielte Bang!) bei der Agglutination 
der Blutkörperchen, Chiari?) bei der Quellung der Gelatine 
durch Säurezusatz. Wir erinnern bezüglich dieser physikalisch- 
chemischen Wirkungsweise der Fettsäuren an die grundlegenden 
Arbeiten von Traube?°), die ihn zur Aufstellung seines Capil- 
largesetzes führten. 

Wir konnten also auf Grund unserer Untersuchungen be- 
züglich des Einflusses der Fettsäuren auf die Blutge- 
rinnung eine homologe Reihe aufstellen, ein Vorgang, der 
in ähnlicher Weise schon für die verschiedensten biologischen 
Vorgänge nachgewiesen wurde, so von Fühner und Neu- 
bauer‘) für die hämolytische Wirkung der Alkohole und von 
Vernon’) für die Hemmung der Oxydationen. 

Durch den Zusatz von Seifen in kleinen Mengen kann die 
gerinnungsbeschleunigende Wirkung der Fette verstärkt werden, 
in größeren Mengen hemmen die Seifen; werden sie allein dem 
Plasma zugesetzt, so ist ihre Wirkung ganz gering. Die Wirkung 
der Seifen kann aber beträchtlich gesteigert werden durch Hinzu- 
fügen der entsprechenden Säuren, noch intensiver durch Kohlen- 
säure, und zwar schon in einem Säuregrad, in dem die Mineral- 
säure ohne Wirkung blieb. 

Im Reagensglase ließ sich die Reaktion (C,,H,,O,) 

Na -+ HCO, =(C „H3.0, + NaHCO, 
sehr leicht durchführen, wenn nur lange genug Kohlensäure 
durchgeleitet wurde. Es hatte also in diesem Versuch die 
schwache Kohlensäure durch Massenwirkung die Fettsäure 
(Stearinsäure) aus ihrem Salz freigemacht und sich an ihre 
Stelle gesetzt. Es erscheint uns nun keineswegs unmöglich, 
daß diese Reaktion auch im Organismus eine Rolle spielt. 
Wissen wir doch, daß das Blut ansehnliche Mengen Seifen teils 
frei, teils an Eiweiß gebunden enthält. Wir wissen ferner durch 
die Untersuchungen von Arrhenius‘), daß das Serum eine 


2) J. Bang, diese Zeitschr. 16, 1909. 

2) R. Chiari, diese Zeitschr. 88, 1911. 

3) J. Traube, diese Zeitschr. 54, 1913. 

t) Fühner und Neubauer, Arch. f. erxperim. Pathol. u. Pharmakol. 
56, 1907. 

6), H. M. Vernon, diese Zeitschr. 47, 1912; 51, 1913; 60, 1914. 

°) Arrhenius siehe Erg. d. Physiol. 7, 1908. 
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ausgesprochene Bindungsaffinität zu Fettkörpern hat. Wir er- 
innern ferner an die Arbeiten von Neuberg!), Sachs?), Pick 
und Pfibram°®), Handovsky und R. Wagner), welche die 
Bedeutung gerade der Fettsubstanzen für immunisatorische Vor- 
gänge sichergestellt haben. Diese Eiweiß-Fettbindung ist durch 
Ätherextraktion nicht sprengbar. 

Die Untersuchungen von K. Meyer°) zeigten ferner die 
ausgesprochene Affinität der Fettsäuren zu Eiweißkörpern. Sie 
bewiesen, daß der Grad dieser Affinität von dem Säurebindungs- 
vermögen der Eiweißsubstanzen, d. h. ihrer Säuredissoziations- 
konstante, abhängig ist. So zeigt das Serumglobulin einen stär- 
keren Säurecharakter als das Serumalbumin, dementsprechend 
bindet das erstere auch keine Ölsäure, wohl aber das Albumin. 

Besser noch als die Fett-Eiweißverbindungen sind die CO,- 
Eiweißverbindungen bekannt; dieselben sind nach Rona und 
György’) zum Teil stark dissoziiert und vor allem durch die 
Reversibilität charakterisiert. Nach Michaelis und Rona’) 
kann nun durch CO,-Durchleitung die H'-Ionenkonzentration 
des Serums um das 40fache erhöht, durch Auslüftung von CO, 
um das 3- bis 10fache erniedrigt werden. Da aber die Fett- 
säure- und CO,-Bindung an Eiweiß von der H'-Ionenkonzen- 
tration des Blutes abhängig ist, so muß ein Überschuß von 
CO, nach dem Massenwirkungsgesetz die Fettsäuren aus ihren 
Verbindungen mit Eiweiß und Alkali (Seifen) frei machen. 
Durch die Sprengung der Eiweiß-Fettsäurenbindung gehen aber 
die Fettsäuren aus dem ätherunlöslichen in den ätherlöslichen 
Zustand über. 

Vergleichen wir nun die Mengen der Ätherextrakte von 
genau gewichtsgleichen Quantitäten stark zentrifugierten Plas- 
mas, das einesteils mit CO, beladen, andernteils durch Lüften 
weitgehend von CO, befreit war, so erhielten wir beim CO,- 
Plasma einen dicken, gelben Ätherrückstand, der an Gewicht 


1) Neuberg, diese Zeitschr. 11, 1908. 

2) Sachs, diese Zeitschr. 12, 1908. 

3) Piok und Ptibram, diese Zeitschr. 11, 1908. 

1) Handovsky und R. Wagner, diese Zeitschr. 31, 1911. 
5) K. Meyer, Arch. f. Hyg. 65, 1908. 

®) Rona und György, diese Zeitschr. 56, 1913. 

1) Michaelis und Rona, diese Zeitschr. 18, 1909. 
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um das 5fache größer war als der des kohlensäurearmen 
Plasmas. 

Nach den Untersuchungen von Kumagawa-Suto!) dürfte 
es sich bezüglich dieses Ätherrückstandes wohl vorwiegend um 
wasserunlösliche höhere Fettsäuren handeln. Zu ähnlichen Re- 
sultaten gelangte schon Mansfeld in seinen Versuchen, an Ei- 
weiß gebundenes Fett durch Säurewirkung frei zu machen. 

Durch die hier entwickelte Anschauung scheinen uns aber 
auch die Versuchsresultate von Connstein und Michaelis °), 
Mansfeld?) und Berczeller‘), daß der ätherlösliche Anteil 
des Blutfettes durch Luftdurchleitung eine ausgesprochene quan- 
titative Herabsetzung erfährt, erklärbar. Es treten nämlich an 
Stelle der durch die Luftdurchleitung entfernten Kohlensäure 
(Sprengung der Carbaminoproteinverbindungen) die Fettsäuren 
in das Eiweiß ein (Bildung von Lipoproteinverbindungen). Da- 
mit wird natürlich ein Teil der vorher ätherlöslichen Fettsäuren 
ätherunlöslich, und es resultiert die oben zitierte Annahme des 
Ätherextraktes. 

Aber auch die von Pekelharing’) beobachtete Erschei- 
nung, daß das durch Petrolätherextraktion von seinem freien 
Fett befreite und dadurch ungerinnbare Plasma durch CO,- 
Durchleitung sein Gerinnungsvermögen wieder erhält, erscheint 
uns nach unseren obigen Versuchen und Anschauungen wohl 
plausibel. 

Auch bier glauben wir, die durch die Kohlensäuredurch- 
leitung aus ihren Eiweißverbindungen freigewordenen Fettsäuren 
für das Wiederauftreten der Gerinnungsfähigkeit des Plasmas 
in den Pekelharingschen Versuchen verantwortlich machen 
zu müssen. 

Wir weisen hier auch auf die Analogie in der mensch- 
lichen Pathologie hin. Bekannt ist die Neigung zur Thromben- 
bildung gerade bei Stauungen, d. h. Kohlensäureanreicherung 
im venösen System, so bei Alterationen des Respirations- und 
Zirkulationsapparates. Eine weitere Bestätigung unserer An- 





1) Kumagawa-Suto, diese Zeitschr. 8, 1908. 

23) Connstein und Michaelis, Arch. f. d. ges. Physiol. 65 u. 67. 
3) Mansfeld, Centralbl. f. Physiol. 21, Nr. 20, Sep.-Abdr. 

4) Bercezeller, diese Zeitschr. 44, 1912. 


5) Pekelharing, diese Zeitschr. 11, 1908. 
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sichten sehen wir in den neuesten positiven Versuchen der 
Steigerung der Blutgerinnung bei Hämophilen durch CO,-In- 
halationen. 

Wir möchten hier noch kurz auf einen Einwand der von 
Hirschfeld und Klinger!) gegen unsere, wie eingangs er- 
wähnt, schon früher kurz mitgeteilten Versuchsergebnisse ge- 
macht wurde, zu sprechen kommen. Diese Autoren weisen 
darauf hin, daß, da wir mit der „alten Technik“ gearbeitet 
haben, aus unseren Resultaten nicht ersichtlich sei, ob es sich 
um eine „Steigerung der Thrombinbildung“ oder um eine „Zu- 
nahme der Thrombinwirkung“ handle. Dazu möchten wir be- 
merken, daß wir auch eine große Reihe von Kontrollunter- 
suchungen mit reinen Fibrinogenlösungen (nach Hammarsten) 
angestellt haben und in diesen typische Gerinnungserscheinungen 
mit Fettsubstanzen auslösen konnten. Eine Wirkung, die also 
nach der bekannten Einteilung in die I. Phase des Gerinnungs- 
prozesses bezüglich der Wirkungsweise der Fette zu verlegen 
wäre. Wir gehen absichtlich auf diese Versuche jetzt nicht 
weiter ein, da sie weiterhin zu Ergebnissen führten, die eine 
spätere gesonderte Besprechung erfordern. 

Auf die interessante Theorie von Herzfeld und Klinger’), 
die Anklänge an die alte Cytoglobinlehre Alexander Schmidts 
enthält, möchten wir hier nicht eingehender zurückgreifen, es 
soll dies erst später nach Abschluß weiterer Arbeiten von unserer 
Seite erfolgen. Nur auf einen Punkt der diesbezüglichen Arbeit 
möchten wir jetzt schon kritisch hinweisen. Nach Herzfeld 
und Klinger wirken die Säuren auf die Entstehung des Throm- 
bins nur hemmend ein. Wenn man sich jedoch die diesbezüg- 
lichen Protokolle ansieht, so kann kein Zweifel darüber be- 
stehen, daß diese hemmende Wirkung nur durch die Bindung 
des geringen Kalkzusatzes durch die entsprechenden Säuren 
eingetreten ist. Dadurch ist natürlich im Reagensglasversuch 
eine Hemmung unvermeidlich. Es erscheinen uns aber in der 
ganz allgemeinen Übertragung dieser Resultate auf den Ge- 
rinnungsvorgang in vivo wesentliche Bedenken zu liegen, da im 
Organismus ganz andere Ausgleichsmöglichkeiten gegeben sind. 


1) Hirschfeld und Klinger, diese Zeitschr. 68, 1915. 
2) Herzfeld und Klinger, diese Zeitschr. 71, 1915. 
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Es erübrigt sich nun noch die Frage: In welcher Beziehung 
stehen die Fettsäuren zur Ausfällung des Fibrins? 

Hier dürfte uns die in unsern Versuchen zutage getrctene 
Erscheinung, daß es je nach der Menge des Säurezusatzes ein 
Optimum der Ausfällung des Fibrins gibt, unzweideutig zu der 
Anschauung führen, daß die dadurch bedingte Reaktionsände- 
rung des Milieus der maßgebende Faktor ist. Wir erinnern hier 
an die zahlreichen Arbeiten von Michaelis und seiner Mit- 
arbeiter!), die mit Bestimmtheit nachgewiesen haben, daß das 
Flockungsoptimum der amphoteren Elektrolyte mit dem iso- 
elektrischen Punkte zusammenfällt. Diese Ansicht dürfte auch 
für unsere Versuche zutreffend sein. Wenn durch genügenden 
Säurezusatz dieser Punkt erreicht ist, so kommt es zur maxi- 
malen Fällung. 

Auch die Arbeiten von Hekma?) scheinen durch unsere 
Versuche eine Bestätigung zu finden. Wenn man nach ihm 
las Fibrin als Alkalihydrosol auffaßt, so ist es nicht wunder- 
nar, daß, wenn durch Säuerung dieses Alkali entzogen wird, 
das Fibrin in den Gelzustand übergeht. Diese Arbeiten von 
Hekma erscheinen so gut begründet, daß durch sie gerade 
für die zweite Phase des Gerinnungsprozesses eine absolute Er- 
klärung gegeben sein dürfte, die um so erfreulicher ist, als 
dadurch eine wesentliche und sehr einfache Erklärung in diesem 
äußerst kompliziert erecheinenden Gebiete der Physiologie ge- 
iunden wurde. 

Jedoch glauben wir, wie aus unseren Untersuchungen er- 
sichtlich ist, immer noch auch an eine spezifische Wirkung der 
Fettsäuren. Man könnte in diesem Sinne an Adsorptions- resp. 
Komplexverbindungen zwischen Fettsäuren und Fibrin denken. 
Wir haben ja im Vorhergehenden eingehend auf die Affinität 
der Eiweißkörper zu Fettsäuren sowohl an eigenen Beispielen, 
als auch an Hand der Literatur hingewiesen. Wir glauben uns 
dementsprechend auch dazu berechtigt, die in unseren Versuchen 
„utage getretene Wirkung der Kohlensäure auf die Blutgerin- 
nung als indirekte, durch Freiwerden von Fettsäuren in diesem 
Sinne zu deuten. Wir erinnern hier speziell an die Unter- 


1) Michaelis, diese Zeitschr. 30, 1910 ff. 
") Hekma, diese Zeitschr. 62 bis 65, 1914; 73 u. 74, 1916. 
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suchungen von Pauli und Handovsky!) über die Alkali- und 
Säurefällung der Eiweißkörper und das in diesen Arbeiten bei 
diesen Vorgängen wahrscheinlich gemachte Auftreten von schwach 
ionisierten Komplexen. Ein ganz ähnliches Verhalten könnte 
man sich auch bei der Einwirkung der Fettsäuren auf das Fibrin 
vorstellen. Durch weitere Arbeiten in dieser Hinsicht muß hier- 
über Klarheit geschaffen werden. Wir hoffen, unsere diesbezüg- 
lichen schon begonnenen Untersuchungen jetzt weiterführen zu 
können, ebenso genaue elektrometrische Messungen des Flockungs- 
optimums des Fibrins. 

Die Hekmaschen Befunde schließen eine derartige Ansicht 
keineswegs aus. Hekma selbst streift die Möglichkeit einer Ad- 
sorptionsverbindung des Fibrins. Auch ist nicht außer acht zu 
lassen, daß die Reagensglasversuche nur eine sehr entfernte 
Parallele zum Geschehen im Organismus darstellen und hier 
die Möglichkeit des Mitspielens noch anderer Momente nicht 
von der Hand zu weisen ist. Sollten diese auch nur sekundär 
verlaufen, so brauchen sie deshalb physiologisch nicht minder 
wichtig zu sein. Hekma weist übrigens darauf ebenfalls hin. 

Auch im Tierexperiment erwiesen sich unsere Emulsionen 
äußerst wirksam. Es kommt schon bei kleinen Mengen, 1 bis 
2 ccm intravenös eingespritzt, zu einer erheblichen Verkürzung 
der Gerinnungszeit. Bei tödlichen Dosen fanden wir eine voll- 
kommene Thrombosierung des rechten Herzens. Eine etwaige 
Fettembolie wurde durch genaue mikroskopische Untersuchung 
ausgeschlossen. Da diese Versuche nur orientierenden Charakter 
trugen, so sehen wir von einem genaueren Eingehen auf die- 
selben zur Zeit ab. 

Wir glauben, nun auf diese Weise eine eingehende Be- 
gründung unserer Versuche gegeben zu haben und hoffen auch. 
die Bedeutung der Fette für den Gerinnungsvorgang ein- 
leuchtend hervorgehoben zu haben. Durch weitere Untersuchun- 
gen werden wir unsere hier entwickelten Anschauungen noch 
zu bekräftigen und zu vervollkommnen suchen. Vor allen Dingen 
möchten wir aber auch hier nochmals auf die Bedeutung des 
rein quantitativen Momentes bei allen Untersuchungen über 
gerinnungsbeschleunigende Substanzen hinweisen, weil, wie wir 


1) Pauli und Handovsky, diese Zeitschr. 18, 1909; 24, 1910. 
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gezeigt haben, bei Nichtbeachtung dieses Hinweises die schein- 
bar verschiedensten Resultate erzielt werden können und da- 
durch jegliches Vergleichsmoment in Wegfall kommt. 

Dieser Einwand dürfte auch der letzthin erschienenen Arbeit 
von Herrmannsdorfer!) zu machen sein. Wie wichtig gerade 
hier auch die Reaktion des Plasmas ist, um Vergleichswerte zu 
erzielen, dürfte aus unseren Untersuchungen einleuchten. Zweifel- 
los beruht ein großer Teil der zum Teil widersprechenden An- 
gaben in der Literatur auf dem Nichtbeachten dieser beiden 
Umstände. 

Fassen wir zum Schluß das Hauptergebnis dieser Arbeit 
zusammen, so kann es dahin formuliert werden: 

1. die Fettsäuren haben eine spezifische Wirkung 
auf den Ablauf des Blutgerinnungsvorganges. Diese 
Wirkung wächst mit steigender Kohlenstoffatomzahl 
im Molekül, sie läßt in diesem Sinne eine homologe 
Reihe erkennen, wie solche schon für verschiedene physio- 
logische Vorgänge nachgewiesen wurden. 

2. Unsere Untersuchungen stehen im Einklang mit den 
Ansichten Hekmas. Das Flockungsoptimum des Fibrins liegt 
in der Nähe des neutralen Punktes, hier tritt der Übergang 
des Fibrins in den Gelzustand ein. Ein überschüssiger Säure- 
zusatz verwandelt das Gel in ein Säurehydrosol. Es bleibt noch 
unentschieden, ob es sich bei dem Ausfällen des Fibrins etwa 
um eine komplexe Fett-Eiweißbindung handelt. 


!; Herrmannsdorfer, diese Zeitschr. 75, 1916. 


Untersuchungen zur Lehre von der Blutgerinnung. 
II. Mitteilung. 


Von 


B. Stuber und R. Heim. 
(Aus dem Laboratorium der medizinischen Klinik zu Freiburg i. B.) 
(Eingegungen am 22. August 1916.) 
Mit 2 Figuren im Text. 


Schon in der vorhergehenden Mitteilung über den Einfluß 
der Fette auf die Blutgerinnung war uns die Beschleunigung 
des Gerinnungsvorganges durch das lipolytische Ferment auf- 
gefallen. Wir haben deshalb letzteres zum Gegenstand einer 
besonderen Untersuchungsreihe gemacht, deren Resultate in 
dieser Arbeit wiedergegeben werden sollen. 

Wir gebrauchten zu unseren Versuchen die Steapsinsolution 
und das Trockenpräparat von Grübler. Ersteres stellt eine 
Lösung der Lipase in Glycerin dar. 

Bei der Prüfung der Steapsinsolution auf ihr fermentatives 
Können zeigte sich außer einer äußerst kräftigen Fettspaltuns 
auch eine deutliche Eiweißverdauung (Müller-Jochmannscher 
Plattenversuch). 

Wir zogen deshalb noch weitere Fermente zur Kontroll- 
untersuchung heran, so vor allem das Trypsin und Pepsin. 
Unser Trypsinpräparat (Merck) zeigte nun außer einer starken 
proteolytischen Wirkung auch eine ausgesprochene Fähigkeit. 
Fette zu spalten, während das Pepsin (Witte) in dieser Hin- 
sicht absolut wirkungslos war. Die Kontrollen bestanden, wie 
in der vorangegangenen Arbeit, aus Versuchen mit Thrombo- 
kinase, Gummilösung, Tierkohle und weiterhin dem Lösungs- 
mittel der Lipase, dem Glycerin. 

Wir geben nun im folgenden aus unseren langen Versuchs- 
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reihen wie früher, um nicht zu weitschweifig zu werden, aus 
jeder Reihe nur einzelne Beispiele wieder. 

Wir glauben uns dazu berechtigt, da alle Versuche völlig 
gleichlautend verliefen und ihre ganze Anführung durch ihre 
Ausdehnung nur störend wirken würde. Auf die Bedeutung 
unserer Resultate werden wir am Schlusse näher eingehen. 
Die übrige Versuchsanordnung blieb dieselbe wie in unserer 
früheren Arbeit. 

In den Tabellen I bis III sind die Wirkungsweisen der 
einzelnen Fermente vergleichsweise angegeben. 


Tabelle I. 


Rinderoxalatplasma je 2 ccm. 





Menge in Tropfen 
Zusatz ı | 5 | 19 








Gerinnungszeit in Minuten 











Steapsinsolution 
Trýpsin 6) a. s a a a a a a S 
Pepsin 6%, © aaa 





Thrombokinase 
Tristearin . .. aaa 
NACIO II 2% a aeo ie ei A 
Glyeerin::. s ee a a a a o aae S 
Tabelle II. 
Rinderoxalatplasma je 2 ccm. 
Menge in Tropfen 
Zusatz 1 | 5 | 10 
Gerinnungszeit in Minuten 

Steapsinsolution . . » . 22 2222 Tla | (13), 
Trypsin 10°/, (in Glycerin) 27 120 
Pepsin 10°% („ a 18 27 
Tristearin . . os» u.» 0 2 2 8.4034 — 27 
Tristearin Steapsin. . . . . Ber 1!,, 
Tristearin ~+- Trypsin . E — — 
Tristearin + Pepsin ..... 2.2... — 10 
NaCl 0,99), s e aa #3 22-65 82 2. — 13 





Gerinnungszeit des Plasmas allein == 38 Min. Die unter 
der Rubrik Steapsinsolution in der dritten Reihe eingeklammerte 
Zahl (1°/,) bedeutet klumpig, d. h. nicht vollkommen geronnen. 
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Tabelle III. 


Pferdeoxalatplasma je 2 ccm. 


Š Menge in Tropfen 


Zusatz ı Jo 5 ı 10 








Gerinnungszeit in Minuten 





Steapsinsolution . . .. aaao a poo- 
Trypsin 10°;, (in NaCl) 8 
Pepsin 10°/, (» » r | 7 
Tierkohle 2%", s- 2.2... 0.2 2% SE. 
Gummilösung 2’, : : - 22 22m. TY, 
NECLOIN a i g en a n 8 
GIycerin a 2.5. 2a ee 131; 


Es erhellt aus diesen Versuchen die eminente Überlegen- 
heit der Lipase (Steapsinsolution) im Vergleiche zu allen übrigen 


Fermenten. 
Tabelle IV. 


Pferdeoxalatplasma, 3 Tage alt, je 2 ccm. 









lösung 
Ferment 
inaktiv 
Ferment 
neutralisiert 
Ferment 
neutralisiert 


Ferment 
extrahiert 


Zusatz 3 Tropfen 


Ausgangs- 
und inaktiv 
Kontrollen 


Gerinnungszeit in Minuten 


Steapsinsolution 
Tristearin . . . . 2... 








1 | 54 | 1 
Ean am | = 
Stearinsefe . ..... — — — — 18 
NaCl 0,9%% . 2.2.2 .. — ` — — 18—90 
Glycerin abs.. ..... — | — — 60 
5 70%, — | -: -- — -- į 50—150 
ao 30h Be e ee a a 55 


Die Wirkung der Lipase bezüglich der Beschleunigung der 
Blutgerinnung ist in geeigneter Konzentration weit stärker als 
die der Thrombokinase. Auch hier findet sich je nach der 
Menge des Fermentzusatzes eine Beschleunigung resp. Ver- 
zögerung des Gerinnungsprozesses. Das Optimum der Lipase- 
wirkung liegt bei 3 bis 5 Tropfen. Von 10 Tropfen an setzt 
eine deutliche Hemmung ein. Das Lösungs- resp. Dispersions- 
mittel der Lipase, das Glycerin, ist, wie aus den Kontroll- 
versuchen ersichtlich, ohne jeden Einfluß resp. ruft in jeglicher 
Konzentration eher eine Verzögerung der Gerinnung hervor. 
Ein wesentlicher Einfluß des Trypsins oder Pepsins konnte in 
diesen Versuchen nicht festgestellt werden. Auch die Kombi- 
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nation von Tristearin und Steapsin ruft dieselbe günstige Wir- 
kung hervor. Hier zeigt auch das Pepsin eine minimale be- 
schleunigende Wirkung (Tabelle II). Nun enthielt unser Pepsin- 
präparat nicht unwesentliche Mengen Salzsäure. Setzten wir 
in Kontrollversuchen eine gleichstarke HCl-Menge zum Plasma, 
so trat genau dieselbe Wirkung wie beim Pepsin hervor, so daß 
der geringe Einfluß des letzteren sicher nur auf die beigemengte 
Mineralsäure zu beziehen ist. j 


Tabelle V. 
Pferdeoxalatplasma, 1 Tag alt, je 2 ccm. 





Fettsubstanz mit 5 Tropfen 






Fett- ; i i 
Zusat | Pepsin | Trypsin | Steapsin- 
usatz Kater | 10%, 10°/, | solution 





Gerinnungszeit in Minuten 


-—— — Á m a m — 










Tristearin I ni | 6 | 9 5 (1'/,) 
sE E Wr 41a 1!/, 
Tripalmitin A. EA: 41, 1!/, 
1,0. 4, 5 (1/3) 
Triolein A PEO 11 (1*/2) 
E E 4), 11 (1*/a) 
Stearinsäure 0,05 41), 5 (1'/,) 
1. 22,8 41), 3 (1*/2) 
Br 41a 3 Kun 
Palmitinsäure 0,05 . 41), 3 (11a 
is a 41), 5 ta 
Ren 
Oleinsäure 0,05 
i A N 
Er 
Stearinseife ee 
P: P 
Oleinseife Er 
R 
Thrombokinase 0,2. .... 
Br Se 
NaCl 0,9°/, CE PEPEE ET 
1 


(Die eingeklammerten Zahlen bedeuten nicht völlig geronnen, son- 
dern klumpig.) 

In Tabelle IV wurde das Steapsin einer 24 stündigen Äther- 
extraktion (Apparat Embden-Lind) unterzogen; wir sehen, der 
Einfluß auf die Blutgerinnung bleibt derselbe. Auch die Neu- 
tralisation der Fermentlösung blieb ohne jede Wirkung, im 
Gegensatze zur Inaktivierung des Ferments. Die 24 stündige 
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Ätherextraktion schädigte, wie stalagmometrisch festgestellt 
wurde, das Ferment in keiner Weise. 

In Tabelle V prüften wir Neutralfett, Seife und Fettsäure 
unter Zusatz der verschiedenen Fermente. Auch hier tritt wieder 
die Wirkung des Steapsins deutlich zutage im Gegensatze zu 
den proteolytischen Fermenten. 

Die Versuche, die in Tabelle VI und VII angeführt sind. 
wurden in der Weise ausgeführt, daß immer genau gleiche 
Fermentmengen angewandt wurden. Wir benutzten deshalb das 
Steapsintrockenpräparat; dasselbe wurde genau wie das Trypsin 
und Pepsin in physiologischer Kochsalzlösung aufgeschwemmt. 
Während nun Trypsin und Pepsin glatt in Lösung gingen, war 
dies bei dem Steapsin nicht der Fall, es bildete vielmehr eine 
grobe Emulsion, deren Fettspaltungsvermögen, wie später ge- 
zeigt werden wird, äußerst gering war. Es war deshalb auch 
eine äußerst geringe Beeinflussung des Gerinnungsvorganges zu 
erwarten, was sich auch als richtig erwies. Wir benutzten die 
Emulsion trotzdem, weil es uns wichtig erschien, bei diesen 
Versuchen von genau gleichen Gewichtsmengen der Trocken- 
substanzen auszugehen. Die betreffenden Trockenpräparate 
(Steapsin, Trypsin, Pepsin, Thrombokinase) wurden nun einer 
24 stündigen Petroläther- resp. Ätherextraktion unterzogen, 
dann die extrahierte Substanz und Ätherrückstand getrennt, 
auf ihre Wirkung geprüft und schließlich noch Versuche mit 
Kombinationen durch Mischung beider resp. mit Tristearin an- 


gestellt. 
Tabelle VI. - 
Pferdeoxalatplasma, 6 Tage alt, je 2 ccm. 
Extra- x Extrah. Extrah. 
unge hiertes Ferment | Ferment | Kentrollen 
8 Ferment + Extrakt |+Tristearin 
Zusatz Zusatzmenge in Tropfen 
3 |10| 3 |10| 3 l10| 3 |10| 3 ; 10 | 10 |20 





-< m 


Gerinnungszeit in Minuten 














Steapsin (ungelöst) 





Trypsin ...... 

Thrombokinas ... 

Pepsin - 
Tristcarin . . 95 | 21), 
NaCl 0,9%, .. 12: | 40 
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Wie aus Tabelle VI und VII ersichtlich ist, wurde vor allem 
die Wirkung der Thrombokinase durch Ätherextraktion voll- 
kommen aufgehoben, während durch Hinzufügen des Äther- 
rückstandes diese Wirkung nicht nur wieder hergestellt, sondern 
cogar weit übertroffen wurde. 

Tabelle VII. 


Pferdeoxalatplasma, 3 Tage alt, je 2 ccm. 


! 






Ent- In- Neutrali- 
nenee fettetes 'aktiviertes! siertes on 
8 | Ferment | Ferment | Ferment 
Zusatz 








Zusatzmenge 10 Tropfen 


Gerinnungszeit in Minuten 








Steapsin (ungelöst) 24 - 
Trypsin ..... 30 
Thrombokinase . . 13 

Pepsin. ..... 16 
Tristearin : -— 9 
Stearinsäure .. . — ' —- — — 4 
Naci 0,9%... E- =: n f 13-—19 


Sämtliche Fermentlösungen in Tabelle VI und VII sind 
1°/ ige Aufschwemmungen in physiologischer Kochsalzlösung. 

Auch beim Steapsin- und Trypsinätherrückstand ist dic 
Wirkungszunahme eine ausgesprochene. Die Wirkung des Pep- 
sins ist wohl reine HCl-Wirkung, wie besonders in Tabelle VI 
aus der Kombination mit Tristearin hervorgeht, wo es zu einer 
Abspaltung der freien Fettsäure kommt. Daß das Ferment 
beim Pepsin keine Rolle spielt, erhellt aus der geringen Diffe- 
renz in der Wirkung zwischen neutralisiertem und inaktiviertem 
Ferment (Tabelle VII). Dasselbe trifft hier auch für das Trypsin 
zu im Gegensatze zu den Resultaten beim Steapsin und der 
Thrombokinase in derselben Versuchsreihe. 

Die Wirkung des Ätherrückstandes des Trypsins und Steap- 
sins kann nur auf die Fette bezogen werden. Beide Fermente 
gaben deutlichen Fettrückstand. Der Ätherrückstand des Pep- 
sins war minimal und glatt wasserlöslich, er reagierte sauer 
und gab reichlichen Niederschlag mit Silbernitrat. Seine Wir- 
kung dürfte dementsprechend auf der in den Äther übergegan- 
genen HCl beruhen. 

Von speziellem Interesse erschien es uns nun, die fett- 
spaltende Wirkung der zu den Versuchen gebrauchten Ferment- 
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lösungen genau quantitativ festzustellen. Wir benützten hierzu 
das stalagmometrische Verfahren in der Anordnung von Micha- 
elis und Rona. Die Fermente wurden in 1°/,igen Lösungen 
in H,O verwandt, von der Steapsinsolution 1 ccm der Original- 
lösung in Glycerin. Das Mengenverhältnis von Fermentlösungen 
zur Fettlösung war immer 1:50. Als Regulator diente ein 
Phosphatgemisch. 
Tabelle VIII 





Monobutyrinspaltung. 
Ordinate — Tropfenzahl. Abszisse — Zeit in Minuten. 
iiaiai durch Pepsin (1°/ ige Lösung) . — Kurve I, 
durch Steapsin (grobe Emulsion 


i MR =: > 
5 durch Trypsin (1°/,ige Lösung) = - II, 
- durch Thrombokinase (Kanin- 

chenleber nach Morawitz) .— - TV, 
= durch Steapsinsolution ....= =» V, 
= durch Thrombokinase (aus Leber 

von Hirudinkaninchen nach 

N Er a a = an VL 


Tabelle VIII und IX geben die Resultate der entsprechen- 
den Versuche wieder. Wir entnehmen aus denselben, daß das 
Pepsin, wie zu erwarten war, keinerlei fettspaltende Wirkung 
äußert (Kurve I). Ebenso zeigt das Trockenpräparat Steapsin, 
da es vollkommen wasserunlöslich ist, nur minimale Spaltung 
(Kurve II). Gering, aber immerhin deutlich, ist die Fettspaltung 
des Trypsins (Kurve III). Sehr kräftig spalten das in Glycerin 
gelöste Steapsin und die Thrombokinase (Kurve V und IV). 
Wir finden also bei den Fermenten, welche die kräftigste Fett- 
spaltung hervorrufen, verglichen mit den vorhergehenden Ver- 
suchen, auch die deutlichste Beschleunigung der Blutgerinnung. 
Durch Ätherextraktion konnte die Fermentwirkung nicht wesent- 
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Tabelle IX. 





Tributyrinspaltung. 
Ordinate — Tropfenzahl. Abszisse — Zeit in Minuten. 
Bezeichnung genau wie in Tabelle VIII. 


lich geschädigt werden, bei dem Steapsin nahm die Spaltung 
durch extrahiertes Ferment eher etwas zu. Die Thrombokinase 
erschien etwas durch die Extraktion geschwächt. 


Tabelle X. 
Kaninchenblut (Hirudin 0,1). 


Zusatz | Gerinnungszeit 


Thrombokinase (Kaninchen) 1,0 cem 
n e ) ‚0 re re ee S 

InN 1.000. 4 0 2. re a Aa 

Steapsinsolution 3 Tropfen . . » . a. É 

Tristearin 1,0 -+ Steapsinsolution 3 Tropfen .... sofort 

E NEA ERE o E E E E E E EE — 


Tabelle XI. 
Kaninchenblut (Hirudin 0,1). 





Fermentmenge 
in Tropfen Steapsinsolution 


Zusatz 5 | 10 | 


Gerinnungszeit in Minuten 





Tristearin — 
Tripalmitin s 
Triolein i 
Thrombokinase 40 
NaCl 0,9°/, 65 





30 
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In Tabelle X bis XIII fügen wir noch Versuche mit Hirudin- 
blut an. Auch hier war die Wirkung der Fette und des Steap- 
sins auffallend. Besonders das letztere wirkte weit stärker als 
die Thrombokinase; am deutlichsten tritt dieser Einfluß in der 
Kombination Lipase --- Fett hervor. 


Tabelle XII. 
Kaninchenblut (Hirudin 0,045). 














Steapsin- | Trypsin Pepsin 
solution 5% 5% 
Zusatzmenge 0,5 Menge in Tropfen 


1:5 ı0lıj5 ı0lı 5 10 


GErnnungszen in H Minuten 


12 2 2, -38 33| — -183 


Thrombokinase, inaktiviert 33 Min. ; 


aktiv 21 Min. 
NaCl 0907 re E E a E 








Tabelle XIII. 
Kaninchenblut (Hirudin 0 e 





Zusatz | 


Bm m nn Un nn 


Tristearin 1,0 Se — 


Tristearin -- - Steapsinsolution 1 Tropfen Bon 
5o >s 
10 >» r 
Thrombokinase 1,0 . pa TE n 
Thrombokinase inaktiviert 1 0. 2.2.1] 48 Stunden. 
Thrombokinase inaktiviert 
--- Steapsinsolution 1 Tropfen | Sofort. 
Sofort geronnen beim Ein- 
füllen der Thrombokinase. 
10 » Sofort (wie oben). 
NaCl 09%, 2 2 2 2 220220... A 12 bis 48 Std. 
Gummilösung . » 2 2 2.2.2.2.2020%2..J] 35 Min. 
Glycerin 1 Tropfen | 12 Std. 
don 30 Min. 
10 12 Std. 
Trypsin 5°, 5) 40 Min. 
10 -- 
Pepsin 5°, 5) -- 
10 — 


Die Wirkung der Thrombokinase wird vielfach um das 
3 bis 10fache übertroffen (Tabelle X und XI). 

Besonders deutlich tritt am Hirudinblut der bedeutende 
Unterschied zwischen lipolytischem und proteolytischem Ferment 
zutage (Tabelle XII). Auffallend war auch die fettspaltende 
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Wirkung der Leber von Hirudinkaninchen. Wir geben in Ta- 
belle VIII und IX die entsprechenden Kurven wieder (Kurven VI). 
Wir sehen aus ihnen eine ganz erhebliche Zunahme der lipo- 
Iytischen Kraft der Leber im Gegensatz zur gewöhnlichen Ka- 
ninchenleberthrombokinase (Tabelle VIII und IX, Kurven IV). 
In diesen Versuchen mit Hirudinblut fiel uns eine geringe be- 
schleunigende Wirkung des Glycerins bei bestimmter Konzen- 
tration auf, jedoch war diese Wirkung so unbedeutend, daß 
sie außer acht gelassen werden kann. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Bei dem in allen unseren Versuchen deutlich 'hervorgetre- 
tenen überaus beschleunigenden Einfluß der Lipase auf die 
Blutgerinnung interessierte uns speziell die Frage, ob es sich 
bei dieser Wirkung um eine spezifische Fermentwirkung han- 
delte, oder ob andere Organextrakte einen gleichwertigen Er- 
satz bildeten. 

Wenn wir nun die einzelnen Fermentpräparate einer näheren 
Betrachtung unterziehen, so stellt die von uns verwandte Steap- 
sinsolution (Grübler) eine verdünnte Glycerinlösung dar. Sie 
enthält minimale Spuren von Eiweiß, ihre Reaktion ist aus- 
gesprochen sauer, ihr Fettspaltungsvermögen ist äußerst kräftig, 
wie aus den Stalagmometerversuchen (Tabelle VIII und IX) 
hervorgeht. Sie besitzt auch geringe proteolytische Wirkung, 
jedoch ist dieselbe im Vergleiche zum Trypsin als äußerst ge- 
ring zu betrachten. Irgendwelchen Einfluß des Glycerins auf 
die Blutgerinnung glauben wir, durch unsere quantitativ mög- 
lichst variierten Kontrollversuche ausgeschlossen zu haben. 
Seine geringe beschleunigende Wirkung beim Hirudinblut kommt 
im Vergleich zur Lipasewirkung nicht in Frage. Was das Lipase- 
trockenpräparat anbelangt, so geht aus unseren Versuchen her- 
vor, daß es infolge seiner minimalen Löslichkeit lipolytisch fast 
unwirksam ist und dementsprechend auch eine nur ganz ge- 
ringe Wirkung auf die Blutgerinnung ausübt. 

Von den übrigen zu unseren Untersuchungen verwandten 
Fermenten enthielt das Trypsin (Merck), das vollkommen wasser- 
löslich war, beträchtliche Mengen Eiweiß. Sein Fettspaltungs- 
vermögen war ausgesprochen (Tabelle VIII und IX), jedoch 
wesentlich geringer als seine proteolytische Wirkung. Das Pep- 
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sinum solubile Witte enthielt endlich beträchtliche Mengen von 
Chlorionen, sein Fettspaltungsvermögen war gleich Null. 

In der Thrombokinase (nach Morawitz dargestellt) fanden 
wir eine auffallende Menge Fett. 

Die Extraktion des Trockenpulvers ergab als Ätherrück- 
stand ein Drittel des Gesamtgewichts. Der Petrolätherrück- 
stand war quantitativ um ein weniges geringer. Die Eiweiß- 
menge der Thrombokinase betrug nach Esbach 7°/,, außer- 
dem waren reichlich gallensaure Salze darin enthalten. Am 
meisten interessierte uns ihre Fettspaltung, und, wie aus unseren 
Versuchen (Tabelle VIII und IX) deutlich hervorgehen dürfte, 
ist dieselbe eine äußerst kräftige. Es war klar, daß bei diesem 
Stoffgemenge bei der Wirkung der Thrombokinase an eine 
Summation gedacht werden mußte, da ja jeder einzelne dieser 
Bestandteile einen Einfluß auf die Blutgerinnung ausübt. 

Bei der vergleichenden Prüfung der einzelnen Fermente 
bezüglich ihres Effektes auf die Blutgerinnung ergab sich nun, 
wie schon öfters betont, eine äußerst starke Wirkung der 
Steapsinsolution, sowohl allein als auch besonders in Kom- 
bination mit Triglycerid. Trypsin beschleunigte den Gerinnungs- 
effekt nur wenig, Pepsin noch weniger (Tabelle V), es wirkte 
meist wie einfacher NaCl-Zusatz. Wir wiesen schon darauf 
hin, daß dieser geringe Einfluß des Pepsins auf seinen Gehalt 
an Salzsäure zu beziehen war. Thrombokinase zu Triglycerid 
zugefügt konnte sogar hemmen. Es handelte sich hier zweifels- 
ohne um die Überschreitung des Säureoptimums für die Aus- 
fällung des Fibrins, wie wir es in unserer früheren Arbeit 
dargelegt haben. 

Vergleicht man die Wirkung der einzelnen Fermente auf 
den Blutgerinnungsablauf mit ihrem Fettspaltungsvermögen an 
Hand der stalagmometrischen Kurven (Tabelle VIII und IX), 
so ist die Proportionalität zwischen Beschleunigung 
des Gerinnungsprozesses und Fettspaltungsvermögen 
deutlich ausgeprägt. 

Wir konnten auch die intensive Wirkung der Kombination 
Fett +4 Lipase und Lipase allein am Hirudinplasma (Tabelle X 
bis XIII) dartun. Gerade hier war der Einfluß vielfach ein 
solch kräftiger, daß das Hirudinblut oft momentan zur Ko- 
agulation gebracht werden konnte. Besonders auffalelnd er- 
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schien uns die fettspaltende Wirkung der aus der Leber des 
Hirudintieres gewonnenen Thrombokinase, im Vergleiche zur 
Thrombokinase aus der Leber des Normaltieres. Die stalagmo- 
metrischen Kurven der Tabellen VIII und IX zeigen, wie er- 
heblich die fettspaltende Kraft der Hirudin-Thrombo- 
kinase zugenommen hat. Auch im Blute zeigte sich eine 
wesentliche Zunahme des Fettspaltungsvermögens gegen Neutral- 
fett, wenig nur gegen Ester. Wir haben schon zu Anfang 
dieser Arbeit darauf hingewiesen, daß für die Wirkung der Lipase 
auf die Blutgerinnung ihre Menge eine Rolle spielt; so trat bei 
Steigerung der Menge bis auf 10 Tropfen Steapsin eine Hem- 
mung resp. Aufhebung der Gerinnung ein. Das Optimum der 
Wirkung des Steapsins lag bei 3 bis 5 Tropfen. Vielleicht. 
spielt in dieser Hinsicht das Lösungsmittel des Steapsins, das 
Glycerin, eine Rolle. Es hemmt in stärkerer Konzentration 
die Gerinnung beträchtlich. Es wäre möglich, daß die Hem- 
mung bei vermehrtem Steapsinzusatz auf die größere Menge 
von Glycerin bezogen werden müßte. Wie wichtig die Be- 
achtung dieses rein quantitativen Momentes ist, geht aus den 
Arbeiten Zacks!) hervor. Zack bezeichnet das Steapsin als 
absolut gerinnungshemmend. Das ist erklärlich, da er nur mit 
großen Mengen (10 Tropfen) gearbeitet hat und so durch Nicht- 
beachtung der quantitativen Verhältnisse die enorm beschleu- 
nigende Wirkung kleinerer Fermentmengen übersah. 

Wir betonten schon oben, daß die Steapsinsolution aber 
auch eine beträchtlich saure Reaktion aufwies. Es wäre so 
fernerhin noch denkbar, abgesehen von dem eben erwähnten 
Umstande, daß die Hemmung der Blutgerinnung in unseren 
Versuchen durch Zufügen größerer Ferment- und denselben 
beigefügten größeren Säuremengen, durch eine Übersäuerung 
und damit Überschreiten des Flockungsoptimums, bedingt war, 
analog unseren Versuchen in der vorhergehenden Arbeit, so 
daß das Fibrin im Sinne Hekmas als Säurehydrosol in Lösung 
bliebe. Daß aber diese dem Ferment beigemischte Säuremenge 
in geringer Konzentration für die enorm beschleunigende Wir- 
kung im Sinne der Neutralisierung des Fibrins als Alkali- 
hydrosol bestimmt nicht in Frage kommt, geht aus unseren 
Versuchen in Tabelle IV und VII deutlichst hervor. 


1) Zack, l. c. (siehe unsere vorhergehende Arbeit). 
Biochemische Zeitschrift Band 77. 24 
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Hier zeigt das neutralisierte Ferment genau dieselbe, sogar 
noch eine stärkere Wirkung wie das nicht neutralisierte. Diese 
starke Zunahme des Fettspaltungsvermögens in der Leber und im 
Blute des Hirudintieres ist vielleicht für die Hirudinwirkung 
nicht ohne Bedeutung. Eine Erklärung für letztere an Hand 
unserer Versuche zu geben, ist nicht möglich. Es bedarf hier 
noch weiterer Arbeit. Wir sind zur Zeit mit weiteren dies- 
bezüglichen Untersuchungen beschäftigt. Jedenfalls glauben 
wir aber, auf die ausgesprochene Einwirkung der Lipase und 
Fette auch auf das Hirudinblut hier schon auf Grund dieser 
Untersuchungen hinweisen zu können. 

Die Rolle der Lipase bei der Blutgerinnung trat auch 
dann zutage, wenn wir statt Triglyceriden freie Fettsäuren zu- 
mischten. Man kann hier den Gedanken, die Lipase als 
Synthease bei der Bindung von Fettsäure an Eiweiß zu be- 
trachten, eine Ansicht, die sich ja auch vielfach in der Lite- 
ratur, so bei Hamsick!) findet, nicht ganz von der Hand 
weisen. 

Bei der vergleichenden Prüfung der einzelnen Fermente 
bezüglich ihrer Wirkung auf die Blutgerinnung ergab sich eine 
proportionale lipolytische Fähigkeit derselben. Es zeigte 
sich für beide Prozesse in bezug auf Reaktionsgeschwindigkeit 
die Reihenfolge: Steapsinsolution, Thrombokinase, Trypsin, 
Pepsin. Zwecks besserer Vergleichbarkeit gingen wir nun von 
Trockenpräparaten aus und stellten, ohne Rücksicht auf die 
Unlöslichkeit des Steapsintrockenpräparates, von allen vier 
Organpulvern 1°/,ige Aufschwemmungen in H,O resp. physio- 
logischer NaCl-Lösung dar. Um zu entscheiden, wieweit die 
den Organpulvern beigemengten Fette eine Rolle spielen, wurden 
die Pulver einer 24stündigen Ätherextraktion im Soxhlet unter- 
worfen. Die so extrahierten fettfreien Präparate wurden in 
physiologischer NaCl-Lösung gelöst zum Versuch gebracht. 

Um die fermentative Wirkung der einzelnen Präparate 
festzustellen, wurden Vergleichslösungen durch Erhitzen auf 70° 
inaktiviert und schließlich, um auch den Einfluß des Säure- 
grades der Fermentlösungen kennen zu lernen, als Kontrollen 
mit ®/ „NaOH neutralisierte Lösungen in den Versuch eingestellt. 


1) Hamsick, Zeitschr. f. physiol. Chem. 71, 1911. 
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Es zeigte sich nun, daß die Entfernung des Fettes aus 
der Thrombokinase die Wirkung derselben auf die Blutgerinnung 
völlig aufhob (Tabelle VI und VII), während die lipolytische 
Kraft der Thrombokinase erhalten blieb. Wie aus Tabelle VII 
ersichtlich ist, war jedoch bei nicht zu altem Plasma die Wir- 
kung der entfetteten, aber noch lipasehaltigen Kinase im Ver- 
gleich zur inaktivierten Thrombokinase etwas beschleunigend. 
Es zeigte sich, daß die Thrombokinase bezüglich ihres Ein- 
flusses auf die Blutgerinnung vollkommen durch ihren 
Ätherextrakt ersetzt werden kann. Gerade der Versuch 
in Tabelle VII zeigt deutlich den Einfluß des Entfettens und 
Neutralisierens im Vergleiche zum Inaktivieren der Thrombo- 
kinase. Die Neutralisation ruft eine Verzögerung hervor, jedoch 
ist die Hemmung wesentlich geringer als durch die Entfettung. 
Es war ja auch a priori schon anzunehmen, daß bei der sauren 
Reaktion der Thrombokinase diese an und für sich schon eine 
gewisse Beschleunigung der Gerinnung hervorrufen würde. Daß 
die Wirkung der entfetteten Thrombokinase trotz erhaltenem 
Fettspaltungsvermögen im stalagmometrischen Versuche im Ver- 
gleiche zur Vollthrombokinase herabgesetzt war, dürfte wohl 
durch die Ätherextraktion bedingt sein, indem dadurch der 
Lipase der „Nährboden“ entzogen wurde. Bei der Steapsin- 
solution verlief der Versuch wesentlich anders. Hier lieferte 
schon die Ätherextraktion im Vergleiche zur Thrombokinase 
einen ganz minimalen Rückstand. Es war so schon von vorn- 
herein wahrscheinlich, daß, da das Steapsin fast keine äther- 
löslichen Bestandteile enthielt, auch die Wirkung des ex- 
trahierten Teiles mit der des Ausgangsmaterials identisch ver- 
laufen würde. Das bestätigte sich auch (Tabelle IV). Man 
kann hier in der Tat nur von einer reinen Fermentwirkung 
sprechen, da der Einfluß der beigemischten Säuren, wie aus 
dem Neutralisationsversuch hervorgeht, nur gering ist. Beim 
Trypsin zeigte der Ätherextrakt, wie nach unseren früheren 
Auseinandersetzungen nicht anders zu erwarten war, ebenfalls 
eine geringe beschleunigende Wirkung. Der Ätherrückstand 
des Pepsins enthielt reichliche Mengen Salzsäure, die als Ur- 
sache von dessen Wirkung, wie schon oben betont, angesehen 
werden mußten. Die Neutralisation der entsprechenden, den 


Fermenten beigefügten Säuren rief allgemein eine Verzögerung 
24* 
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hervor, eine Tatsache, die mit unseren Anschauungen gut 
übereinstimmt. Nur die Steapsinsolution (Tabelle IV) machte 
hiervon eine Ausnahme, was uns erklärlich erscheint, indem 
ja gerade die Lipase im neutralen resp. alkalischen Milieu ihre 
beste Wirksamkeit entfaltet. Es ist dies unserer Ansicht nach 
ein Umstand mehr, hier von einer reinen Fermentwirkung auf 
den Ablauf des Gerinnungsprozesses zu sprechen. Diese Ab- 
hängigkeit der Fermentwirkung von der H'-Ionenkonzentration 
bei der Blutgerinnung zeigte sich auch hier in Kohlensäure- 
versuchen. Bis zu einer CO,-Konzentration von 15°/, konnte 
eine Beschleunigung der Fermentwirkung erzielt werden, darüber 
hinaus trat eine ausgesprochene Hemmung ein, am stärksten 
beim Trypsin und Steapsin. Diese hemmende Wirkung war 
natürlich reversibel, im Gegensatz zur Hemmung durch ent- 
sprechende Konzentrationen von Mineralsäuren. 

Die Bedeutung des lipolytischen Fermentes bei biologischen 
Vorgängen ist wohlbekannt. Wir erinnern an die diesbezüg- 
lichen Untersuchungen von Pribram und Löwy'), ferner an 
die Arbeit von Neuberg und Reicher?), in der eine Pro- 
portionalität zwischen Lipasegehalt und dem Auftreten von 
baktericiden und hämolytischen Eigenschaften des Serums fest- 
gestellt wurde. Wir weisen hier auch auf die Untersuchungen 
von Bergel?) hin, der eine Steigerung der Lipolyse im Serum 
bei allen Krankheiten, die mit einer Lymphocytose verlaufen. 
nachwies. Er faßt vielfach die Lipolyse als eine Antikörper- 
bildung gegenüber lipoidhaltigen Krankheitserregern auf. Auch 
die interessanten Untersuchungen Metalnikoffs‘) über das 
Verhalten der Serolipase bei chronischen Infektionen weisen 
auf die große Bedeutung dieses Fermentes hin. Auf die nach 
den Untersuchungen von Rona und Bien) wahrscheinlich 
gemachte Verschiedenheit der einzelnen Lipasen wollen wir 
hier nicht näher eingehen. 

Jedenfalls glauben wir, die Bedeutung des lipolytischen 
Fermentes auch für die Physiologie der Blutgerinnung 


1) Pribram und Löwy, Zeitschr. f. physiol. Chem. 76, 1911:12. 
*), Neuberg und Reicher, diese Zeitschr. 4, 1907. 

“` Bergel, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 106, 47, 1912. 

t) Metalnikoff, diese Zeitschr. 1, 1906. 

* Rona und Bien, diese Zeitschr. 59, 1914. 
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nachgewiesen zu haben. Daß wir in dieser Hinsicht speziell 
an die Blutlipase denken, geht aus unserer ganzen Be- 
trachtungsweise hervor. Die Richtigkeit derselben werden wir 
durch fortlaufende Versuche zu stützen suchen. Weitere Unter- 
suchungen sind gerade auf diesem Gebiete um so dringlicher, 
als unsere Kenntnisse über dieses Blutferment noch sehr 
geringfügig sind, was am besten aus dem Satze Oppenheimers 
in seinem Lehrbuch'): „... seine physiologische Bedeutung ist 
wahrscheinlich äußerst geringfügig“ hervorgeht. 

Die beschleunigende Wirkung von Organextrakten kann 
unserer Ansicht nach ungezwungen auf ihren Gehalt an Fetten 
und Lipasen bezogen werden. Enthalten doch die Organ- 
extrakte nach den Untersuchungen von Izar?) alle in erheb- 
licher Menge diese Körper. Auch das in letzter Zeit in der 
Klinik als blutgerinnungsbeschleunigendes Mittel vielfach an- 
gewandte Koagulen enthält nach unseren Analysen Spuren 
von Eiweiß und große Mengen Fette und Cholesterine Auch 
die von Pekelharing?) nachgewiesene Aktivierung der Lipase 
des Pankreas durch Ca-Salze scheint uns bezüglich des Ge- 
rinnungsproblems sehr bemerkenswert. 

In neuester Zeit ist die Frage, ob die Blutgerinnung ein 
fermentativer Vorgang ist, wieder ins Schwanken geraten. Vor 
allem durch die schon erwähnten Untersuchungen Hekmas. 
Auch Morawitz hat jetzt in einer Arbeit von Stromberg‘) 
mit gewichtigen Gründen gegen die Fermenttheorie Stellung 
genommen. Nun, diese Frage ist noch keineswegs geklärt. 
Nach unseren Untersuchungen scheint die Frage der Ferment- 
beteiligung nicht unmöglich. Nur glauben wir, in dieser Hin- 
sicht der Lipase eine besondere Rolle zuerkennen zu müssen. 
Wenn wir auch den Satz: Ohne Lipase und Fette keine Blut- 
gerinnung, keineswegs zur Zeit noch beweisen können, so soll 
er uns immerhin im Hinblick auf unsere vorhergegangenen 
Untersuchungen als Leitmotiv für weiteres Arbeiten dienen. 

Eine Stütze unserer Ansicht, der Lipase eine ausgesprochene 
Rolle im Blutgerinnungsprozesse zuzuerkennen, sehen wir auch 


1) Oppenheimer, Die Fermente. 1913. 

2) Izar, diese Zeitschr. 40, 1912. 

3) Pekelharing, Zeitschr. f. physiol. Chem. 81, 1912. 
t) Stromberg, diese Zeitschr. 87, 1911. 
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in unseren Versuchen mit reinen Fibrinogenlösungen. Dieselben 
konnten durch Fettzusatz zum Ausflocken gebracht werden. 
Noch intensiver war die Wirkung bei weiterem Hinzufügen 
von einigen Tropfen Lipase. So konnte eine sofortige massige 
Koagulation erzielt werden. 

Die Schwierigkeiten, die sich hier entgegenstellten, sind 
vor allem in der Unreinheit der Fermentpräparate gelegen, 
jedoch hoffen wir, in kürzerer Zeit noch manches zur Be- 
festigung unserer Ansichten in der gegebenen Richtung bei- 
tragen zu können. 

Wir fassen zum Schlusse das Ergebnis dieser Arbeit dahin 
zusammen: 

1. Von den Fermenten wirkt dasjenige am stärksten 
auf die Blutgerinnung, das das kräftigste Fettspal- 
tungsvermögen besitzt. Es besteht eine gewisse Pro- 
portionalität zwischen Lipolyse und Beschleunigung 
der Blutgerinnung. 

2. Die Wirksamkeit der Morawitzschen Thrombokinase 
entfällt zum größten Teil auf die in ihr enthaltenen äther- 
löslichen Substanzen. Sie kann durch letztere bezüglich 
ihrer Wirkung ersetzt werden. Als zweiter Gerinnungsfaktor 
ist die Leberlipase zu betrachten. 

3. Die beschleunigende Wirkung der Organextrakte auf 
die Blutgerinnung ist eine Folge ihres Lipase- und Fett- 
gehaltes, 


Untersuchungen zur Lehre von der Blutgerinnung. 
III. Mitteilung. 


Von 
B. Stuber und Fr. Partsch. 


(Aus dem Laboratorium der mediz. Klinik zu Freiburg i. Br.) 
(Eingegangen am 22. August 1916.) 


Hatten unsere vorgehenden Arbeiten den Zweck verfolgt, 
die Bedeutung der Fette und der Lipase für den Gerinnungs- 
prozeß ganz allgemein darzulegen, so war als natürliche Folge 
die Absicht gegeben, den Einfluß dieser Substanzen auch am 
entfetteten Plasma zu untersuchen. Dieser Arbeit soll diese 
Aufgabe zukommen. Bezüglich der technischen Einzelheiten 
haben wir uns die Untersuchungen von Zack!) zugrunde ge- 
legt. Das Oxalat resp. Citratplasma wurde einer 36- bis 48- 
stündigen Petrolätherextraktion im Embden-Lindschen Apparat 
unterworfen. Der Petroläther durch Luftdurchleiten entfernt 
und das Plasma dann zu den Gerinnungsversuchen verwandt. 
Die Fettsubstanzen wurden, wie in unseren früheren Versuchen, 
als Emulsionen angewandt. Auch die Kontrollversuche wurden 
genau wie früher angestellt. Nach dem Vorgang Zacks be- 
nützten wir ferner noch Lipoidemulsionen. Deren Darstellung 
erfolgte nach den Angaben Zacks aus Rindergehirn. Alles 
Weitere dürfte aus den nun folgenden Protokollen zu ent- 


nehmen sein. 
Tabelle I. 
A. Zentrifugiertes Petrolätheroxalatplasma (36 Stunden extrahiert). 


3 Tr. 
1. 2 ccm Plasma + Ölsäure . . 3 Cptr. |CaCl,| + 22% ++ 33’ 
2.2 n n + n MEE ; Cptr. n + 22% ++ 30° 
82 n n + Thrombokinase 0,2 n nach 12 Stunden noch 
4.2 » n + n 02| n nicht geronnen. 





1) Zack, Arch. f.experim. Pathol. u. Pharmakol. 70,1912 und 74, 1918. 
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Tabelle I (Fortsetzung). 








3 Tr. 
5. 2 ccm Plasma + Leukocyten . . 0,2 |CaCL,i + 143” 
6.2 - r + 2 e02] n [4M4 
Mea o = es uni g 02 nach 12 Stunden noch 
’ n 4 
8.2 + desgleichen 02| - nicht geronnen. 
B. 3. Nicht zentrifugiertes Petrolätheroxalatplasma. 
3 Tr. 
1. 2 ccm Plasma + Ölsäure . . 3 Cptr. |CaCl, | + 95% ++ 15 
2.2 >» “+ n» ..80Cptr | n 109 ++ 15’ 
3.2 . - + Thrombokinase 0,2 n nach 12 Stunden noch 
4.2 -~ + n 0,2 „ nicht geronnen. 
8.2 « + Leukocyten . . 0,2 | » 1420 ++ 28 
6.2 ~ r + n ..02 5 + 20’ ++ 253% 
7.2 ~ " + physiologische 
Kochsalzlösung 0,2 | » nach 12 Stunden noch 
&.2 n „ + physiologische nicht geronnen. 


Kochsalzlösung 0,2 | n 

Es wurde Ölsäure Kahlbaum verwendet. Cptr = Capillar- 
tropfen = 0,008 ocm. 

Das durch Zentrifugieren erhaltene Sediment aus dem ca. 
24 Stunden im Eisschrank aufbewahrten Natriumoxalatplasma 
wurde kurz mit „Leukocyten“ im Versuch bezeichnet. Wir 
haben uns in diesen Versuchen bezüglich der zeitlichen Ein- 
teilung der einzelnen Gerinnungsphasen meist an die Bezeich- 


nung von Zack gehalten (0 = keine Gerinnung, © = Fädchen- 
bildung, + = klumpig, ++ == völlig geronnen). 
Tabelle II. 
C. Kontrollversuch mit nativem Oxalatplasma. 
Nicht zentrifugiert 3 Tr. 

1. 2 ccm Plasma + Ölsäure . . 3 Cptr. ICaCl, ++ 10 
2.2 » n + n .. 383 Cptr. n ++ 10’ 
3.2 n n»n + Thrombokinase 0,2 | » | + 50’ ++ 70 
4. 2 > + » 02| » 1450 ++ 70 
9.2 » > + physiologische 

Kochsalzlösung 0,2 | » ++ nach oa. 
6. 2 n + pbysiologische 5 Stunden 

Kochsalzlösung 0,2 | » 

Zentrifugiert 

1. 2 com Plasma H —n ..8 pr n + 2030 ++ 2215 
2.2 n n 8 n + 153% ++ 173 
3.2 » n + Thrombokinase 08 » 
4.2 y - 02| » 
5. 2 ” hysiologische 

PR salzlösung 0,2 | » + nach ca. 12 Stunden. 
6.2 - =» + physiologische 

Kochsalzlösung 0,2 | » 


Blutgerinnung. III. 377 


D. Kontrollversuch mit Citratplasma. 


Nicht zentrifugiert 3 Tr. 


1. 2ccm Plasma + Olskure . . 3 Cptr. |CaC1,| + 5’ ++ 620 
re i “ + ’ 3 Cptr. “ + 5 +-+ 620 
8.2: i - + Tirombokinase 02] » I|+10 ++ 103% 
4.2 y „ 4- n 02 “ + 10’ ++ 153% 
5.2 » -= + physiologische 

Kochsalzlösung 0,2 a |+ ++ 10 
6. 2 “ + physiologische 

Kochsalzlösung 0,2 „ ++ 153% 

Zentrifugiert 

1. 2 ccm Plasma + Ölsäure . . 3 Cptr. | » ++ 92% 
2:2 8 “ - 3 Cptr. ” ++ 920 
3.2 n ~ s Tirsmbokindes 021 » 142W ++ 25” 
4.2 » 5 0,2 5 ++ 250 
5.2 s» = j physiologische 

Kochsalzlösung 0,2 | » = 
6.2 n » + physiologische 

Kochsalzlösung 0,2 “ ++ 42’ 


Tabelle III. 
Nicht zentrifugiertes Petrolätheroxalatplasma (36 Stunden extrahiert). 














3 Tr. 

1. 2 ccm Plasma + Ölsäure . . 2 Cptr. |CaC], ? 

2:2 j “ + ”» E ” + 37’ ++ 43’ 

Fe E” “ + n N p r + 17 ++ 26’ 

4.2 n ” + ” Se „ + 15° ++ 173% 

5.2 » -= + ” E > „ + 11’ ++ 173% 

6.2 n “ + ”» . 4 » n + 11’ ++ 15 

U: % „ -+ ” . S » n + 11’ ++ 15’ 

82 $ + “ e In ” + 11’ ++ 20’ 
a z ý ; E inhokinem 0 h nach 24 Stunden noch 
112, > M | 04 : nicht geronnen. 
12.2 „+ Leukocyten 02| » 1420 ++ 37 

18.2 » -~ +NaCl .. . 0,2 „ nach 24 Stunden noch 
14,2% - + NaCl 0,2 - nicht geronnen. 

Tabelle IV. 
_Zentrifugiertes Petrolätheroxalatplasma. 
3 Tr. 

1. 2 ccm Plasma + Ölsäure . . 2 Cptr. |CaCia| + 16 ++ 22’ 
Dice ~ + “ 29 » + 22’ ++ 32’ 

3:3 5 r + ” 8 s» - + 16’ ++ 20’ 

42 y “ -+ . ee U ” + 16’ ++ 20’ 

5.2 y “ + ” .4n ~ + 123% ++ 18:9 
6.2 » “ 4 - 4 » ” + 123% ++ 183% 
an -~ + ” Ə r “ + 16’ ++ 19 

8.2 5 v + ” 5 nr “ + 16’ ++ 19 

er i 4 à + Thrombokinase 0 ` nach 24 Stunden noch 
12 > en 4 641’, nicht geronnen. 
12.2 n » + Leukocyten . 0,2| » |+ 16 ++ 19 

18.2 3 =»  +Nall ....02| » nach 24 Stunden noch 
14.2 - » + NaCl :0,2| a nicht geronnen. 
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In allen diesen Versuchen tritt deutlich die intensive Wir- 
kung der Ölsäure beim Petrolätherplasma zutage. Sie wirkt 
bedeutend stärker als die Thrombokinase und kommt in ihrer 
Wirkung dem als „Leukocyten“ bezeichneten Plasmarück- 
stand gleich. 

Derselbe bestand nach der mikroskopischen Untersuchung 
vorwiegend aus Leukocyten und Blutplättchen. In den fol- 
genden Versuchen wurden die übrigen höheren Fettsäuren eben- 
falls bezüglich ihrer Wirkung geprüft. 





Tabelle V. 
Pferdeoxalatplasma mit Petroläther 36 Stunden extrahiert. 
3 Tr. 
1. 2 ccm Plasma + Ölsäure . . 4 Cptr. |CaCl,| + 10 ++ 13% 
2.2 » n h n ..4 » n + 133% ++ 17 
3.2 n» „ + n > n r + 10 ++ 133% 
å e 
TRA tunden 
5.2 n n + n 0,3 n 
6. 2 » + n 0,4 n I+18 ++ 24’ 
0 in 
7. 2 T n + 1 . 0 9 ++ nach 13®/, 
8.2 =» + ü 0,3 Me nn. 
© 15 ++ 
9.2 . n -+ n 0,4 n } + 20’ 
0 3 ” 
E i » „ Hi 2 lo nn ; ö ++ nach 133/, 
12 2 no r 4 5 04| » Stunden 
19 - n A t 1°], Natr. olein, s i ++ nach 18°/, 
152 no n 4 S Stunden 
a s flo ++ nahis, 
18.2 n n»n 4 o4 » Stunden 
wac ro opmal.. aa fh, +t mey 
21.2 r ee ae OR tunden 
= : ü ä e zu i ++ nach 18®/, 
24. 2 n n + n n n n n Stunden 
Tabelle VI. 
Petrolätheroxalatplasma (36 Stunden extrahiert). 
u 3 Tr. 
1. 2 com Plasma + Natr. Olein . . 0,5 | CaCl; ++ nach 18 St. 
22 » n + n » .. 10 ” ++ nach 18 St. 
3.2 n n + „n stearin. 0,5 n j 
4.2 » ’ + n n . 1,0 n ++ nach 18 St. 
5.2 >» » + Ölsäure 05] » 1425 ++ 30’ 
6. 2 + n 1,0 n 1-+ 10° ++ 12% 


3 


2 
2 
2 
2 
.2 
2 
2 
2 
2 
2 


co 
=] 
> 
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Tabelle VI (Fortsetzung). 


3 Tr. 
ccm Plasma + Palmitinsäure 0,5 |CaCl,] + 10 ++ 153% 
v “ + ” 1,0 5 +9 ++ 12 
“ r + Stearinsäure . 0,5 n ++ nach 14St. 
= » + “ 10] » I+7 ++ 10’ 
j n + n 0,5 „ ++ nach 14St. 
” » + n 1,0 n ++ 8’ 
r - + Thrombokinase 0,2 + 1!’ ++ 25’ 
r " + n 0,2 s + 11’ ++ 25’ 
n n + NaCl A 0,2 n } ++ nach 18 
r n + “ > 0,2 n Stunden 


Die Seifenemulsionen waren als 1°/ ige Lösungen in 1°/,iger 


Gummi-arab.-Lösung hergestellt, ebenso die Säuren. 


Die Thrombokinase war in diesem Versuch ganz frisch zu- 


bereitet und noch nicht völlig abgesetzt, wodurch wohl die 
Wirkung im Petrolätherplasma ermöglicht wurde. 


IRRE 


DDDDDDDDDDDDDITDDIDDIDTD DD 


Tabelle VII. 


eirolEenSroreiatplBmn (48 Stunden mit Petroläther eE AReR) 





3 Tr.| 
CaCl, 

ccm Plasma + Ölsäure . 0,5 5% ) © 25 +120 ++ 240 
» ” + - . 0,5 © 26 + 120° ++ 240° 
» n + “ BE! n 19 9” +16° ++ 24° 
“ r + ` TERS E n 109” +10? ++ 24’ 
” ~ + Palmitinsãure 0,5 ” © 12% + 16° ++ 20’ 
n » + n 0,5 n © 123” + 16° +4 233% 
x n + » 10| » |+ +10 ++ 163% 
“ " + n 1,0 n +10 +4 123% 
“ ” + Stearinsäure . 0,5 „ © 233% -+ 240’ ++? 
" ~ + - 0,5 ” © 230 + 240 +4? 
: ” + r 1,0 ” (+) 730 + g’ ++ 12’ 
s r + = 1,0 n 19 77 +9% +41? 
- » + Thrombokinase 0,2 n I+ + 240’ 
n r + - 0,2 - + 240’ 
“ n +- ”» 0,2 n + 240 
» n»n + 1%, Tierkohle 0,5 | » + 240’ 2 ++? 
» ” + n 0,5 + 240’ 
" n + n 1,0 n + 240’ 
” n + n 1,0 + 240’ 


Die Säureemulsionen, sowie die Tierkohlenemulsion sind 


1°/,ig in 1°/,iger Gummi-arab.-Lösung. 


Tabelle VIII. 


Pferdeoxalatplasma mit Petroläther 36 Stunden lang extrahiert. 


1. 2 com Plasma + Ölsäure. . 3 Cptr. 
2. .. 4» 


2 


3 Tr. 
CaCl, 


n 








+8 ++ 90 
+ 


8 
ar Mr g’ ++ 113% 
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Tabelle VIIL (Fortsetzung. 


3. 2 com Plasma + Palmitinsäure 2 Tr. 

1°/, Emulsion 0,5 ICaCl, ++ 24 
4.2 n + n 0,6 n i+ 26’ ++ 43’ 
9. 2 n + 0,8 n ++ 5Stunden 
6.2 » ” T Bierna 

1% PDSR 05] » 1418 ++ 31’ 
1.2 y n + 0,6 n + 18 ++ 21’ 
8.2 n» r + n 0,8 5 ++ 1230 
2 5 i ý H Thrombokinase Ji i 10 nach 10 Stunden 
11.2 » » + 2% Tierkohle 02| >» ++ 10 Stund. 
12.2 » “ + „ 0,4 ” ++ 10 Stund. 
13.2 n n + aCl . 0,2 ” 
14.2 n ” + nn a... . 02 n 0 nach 10 Stunden 
15.2 n n + nn... . 0, 8 n 


Wie nach unseren trüheren Versuchen zu erwarten war, tritt 
der Einfluß der Palmitin- und Stearinsäure auch beim Petroläther- 
plasma deutlich zutage, während die Seifen ohne Wirkung waren. 

In den folgenden Versuchen gebrauchten wir nun die nach 
den Angaben von Zack dargestellten Gebirnlipoide (in den 
Protokollen als Lipoide bezeichnet). Unseren Anschauungen 
entsprechend setzten wir auch Kontrollversuche mit durch 
Steapsin gespaltenen Lipoidemulsionen an. 

Als weitere Kontrollen diente uns das Thrombin und Fibrinogen. 


Tabelle IX. 
Petrolätheroxalatplasma (36 Stunden mit Petroläther extrahiert). 


1. 2 occm Plasma + Lipoidemulsion 3 Tr. 


(201) 0,05ICacıl+ 1 ++ 18% 

2.2 y 5 + ” 0,05 » + 13 ++ 183% 
3.2 r » + r 0,1 ” + 14’ ++ 18% 
TR ee ; olf » [+19 ++ 21:9 
u i o2 s (H22 +425 
6.2 +» n + n 0,2 n + 22’ ++ 25 
7. 2. n + Lipoid 0,1 + 

Thrombin . . 0,1 » I+19 ++ 2% 

Thrombin . . 0,1 n |+ 25° ++ 29 
9.2 >» n + Thrombin . . 0,1 n 
10.2 » n + ” 0,1 n nach 15 Stunden 0 
11.2 - n + n 0,2 n nach 30 Stunden ++ 
12.2 „ n + n 0,2 n 
13.2 > n» + Lipoid 0,1 + 

Fibrinogen 0,1 n (+415 ++ 203%” 
14.2 - »r + Fibrinogen 0,1 

+ Lipoid . . 01| » [+15 ++ 20° 
15.2 » =» + Fibrinogen 0,1 | » |+ nach 15’ Stunden 
16. 2 >» „ + n 0,1 n 0 15 St. ++ 30 St. 
17.2 r r + ” 0,2 n 0 15 St. ++ 80 St. 
18.2 » » + ” 0,2 » {0 15 St. ++ 30 St. 
19. 2 - r + r 
20. 2 >» n + r 


wandt. 

Tabelle X. 

Petrolätheroxalatplasma (36 Stunden mit Petroläther extrahiert). 

1. 2 com Plasma + Lipoidemulsion 3 Tr. 

(2%) 0,05[CaCL, 
2.2 „ n + no 0,05 a 
8. 2 n A + ” 0,1 n 
4.2 » n + ” 0,1 n 
5.2 » n + n 0,2 n 
6.2 n n + ” 0,2 n 
7.2 » n + n 0,5 n 
82 » n + ” 0,5 n 
9.2 r ” + „ 101 >» 
10. 2 - » + Er 1,0 ” 
1.2 ù n ohne Zusatz . 
12.2 » n ohne Zusatz 
13.2 ,» ” + NaCl 0,5 n 
14.2 » n + r ... . 05 n 
15.2 » n + n ER 1,0 n 
16.2 » ” + n ... 10 n 
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Das Thrombin ist nach der Schmidtschen Methode aus 
Serum durch alkoholische Fällung gewonnen, das Fibrinogen 
nach Hammarsten hergestellt und aus der Stammlösung 1:5 
verdünnt. Als Lipoidemulsionen wurden 2°/, Aufschwemmungen 
von Gehirnphosphatiden in physiologischer Kochsalzlösung ver- 


++ 21’ 

++ 21’ 

++ 21’ 

er Fior 

© 249 + 2600 +4 36’ 
+ 48 
+ 48' 


© 41’ 
© 41’ 


++ 53 
++ 60° 


© 41’ 
© 43 


+ 56’ 
+ 48’ 


++ 120’ 
++ 120’ 


nach 8 Stunden noch 
nioht geronnen 


Die Lipoidemulsion gab bei Lackmustinkturzusatz saure 


Reaktion, die nach Hinzufügen von 1 Tropfen ?/ ‚NaOH schon 
in neutrale Reaktion überging. 


Tabelle XI. 


Natives Pferdeoxalatplasma. 


>» 0 nano" 


2 
2 
2 
2 
2 
2 
2 
2 
2 
2 


— p și y 
w Y e © 
O DB S 


83 Tr. 


ccm Plasma + Ölsäureemulsion 0,5 ICaCi 


33032032033 


3 3 y 3 3 


+ 2 , 
+ Palmitinsäure . 0,5 
+ n 1,0 
+ Stearinsäure . 0,5 
+ n 1,0 
+ Lipoidemul- 

sionen gespalten 0,05 
+ Lipoidemul- 

sionen gespalten 0,05 
+ Lipoidemul- 

sionen gespalten 0,1 
+ Lipoidemul- 

sionen gespalten 0,1 
+ Lipoidemul- 

sionen gespalten 0,2 
+ Lipoidemul- 


sionen gespalten 0,2 
+ Thrombokinase 0,5 


© 8% 
O 280 


O 280 
© 2% 
+ 

+ 12% 


+9 


+ 1490 
+ 1380 


+ 113% 
+ 218 


+ 9w 
+39 


++ 101% 
++ 16% 
++ 14w 


++ 129% 
++ 265 
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Tabelle XI (Fortsetzung). 


3 Tr. 
14. 2 ccm Plasma + Thrombokinase 0,2 [CaCl,| + 4?” ++ 5% 
15.2 n - + Gummi arab. 
(1%/,)0,5 | » [+100 ++ 11% 

16. 2 - - - 0,2 » + 21’ ++ 2430 
172% - +NıQG..:...% 0,5 n + 13 ++ 16’ 
18. 2 » = + >» 0,2 - 19 27 ++ 249% 
19. 2 » - + Tierkohle (2°/,) 

in H,O 0,5 ~ ++ 99 
20.2 » » +Tierkohle (2°/,) 

in H,O 02| » [+ 128 ++ 1330 


Es wurden 5 ccm einer 2°/,igen Lipoidemulsion mit 1 ccm 
Steapsin 48 Stunden bei 37° im Brutschrank stehen gelassen 
und dann eine Stunde im kochenden Wasserbade inaktiviert. 
Die Originallipoidlösung hat derart saure Reaktion, daß 1 Trop- 
fen ®/ o- NaOH den Umschlag zur Neutralreaktion bei Zusatz von 
Lackmustinktur brachte. Nach der Spaltung war der Säuregehalt 
der Lipoid-Steapsinemulsion so gesteigert, daß 5 Tropfen®/ „NaOH 
zum Umschlag zur Neutralreaktion notwendig waren. 


Tabelle XI. 
Pferdeoxalaplasma (36 Stunden mit Petroläther) extrahiert. 
3 Tr. 
1. 2ccm Plasma + Lipoidemulsion CaCl, 
(2°/,) 0,05] » +21 +432! 

2.3 » - + - 0,05] » OUA +30 ++ 65 
2 4 n + > 0,1 -» 1015 +W ++ 30’ 
23% -~ + - 0,1 “ ©18 +21’ ++ 28 
5.2 n » + = 0,155 » 1018} +15 ++ 21’ 
6.2 » - + -- 0,15f >» +15 +4180” 
1.2 n - + = 0,2 ” +15 ++ 21’ 
2:2 3 = + ~ 0,2 - -— sr 
9.2 » -= + - 0,5 - +13’ ++ 15°% 
10. 2 » ” + “ 1,0 ” ++ 21’ 
11.2 a n + Thrombokinase 0,1 n 0 75’ 
12. a “ - r = 02| » + 66’ 
13. -~ » + Ölsäureemulsion 0,1 = ‚ 
14. 2 » n + - 0,5 “ yo 75 
15. 2 » - ~- 10| > + 30” ++ 65’ 
16.2 » = + Palmitinsäure- 

emulsion . . . 0,1 | » |0 75 
17.2 n - + Palmitinsäure- 

emulsion . . .05| » + 25° ++ 65’ 
18.2 s» » + Palmitinsäure- 

emulsion . . . 10| » ++ 65’ 
19.2 » ~ + Stearinsäure- 

emulsion . . . 0,1 - 0 75 
20.2 n » + Stearinsäure- 

emulsion . . . 0,5 | » 
21.2 n “ + Stearinsäure- 

emulsion . . . 1,0| » [O17 +17” 4+4 28 
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Tabelle XII (Fortsetzung). 








22. 2 ccm Plasma + Lipoidemulsion 3 Tr. 

gespalten. . . 0,05|CaCl, +31’ ++ 44’ 
23.2 » n»n + Lipoidemulsion 

espalten. . . O1| » + 221% +4 25’ 
24.2 .» » + Lipoidemulsion 

gespalten. . . 0,2 | » +25 ++ 28 
25.2 + » + Tierkohle 2°/, 

in Wasser . . 0,5 ` 
26.2 » & + Tierkohle 2%, 

in Wasser . . 1,0 “ 
27.2 $ n + Gummi arab. 0 75 

(19/,) 0,5 | a 

28.2 .» » + desgleichen . . 10| » 
29.2 n I) RR. 0 RK) n 
30. 2 » n ee tn 1,0 ” 


Tabelle XIII. 
Plasma 36 Stunden mit Petroläther extrahiert. 


3 ð w — Cap.-Tropfen 


Zusatzmenge 


0,2 | 0,5 | 1,5 


25 Std. 25° |4 Std. 


Zusatz 








Palmitinsäure . . .. . — 26’ F 

Stearinsäure . . .. {| — 32’ 11’ 

Oleinseife. . . . ... — |13 Std.|5'/, St. 

Stearinseife . . . ... — — J4 Std. 
Thrombokinase . . . .|25 Std.| 9 5’ 

Tierköble. ; 2 %:.% ; _- — — 

Nel OST... a au u % _ _ _ 
Steapsinsolution.. . . . 19%, 7 | 


Die Thrombokinase war in diesen Versuchen ebenfalls noch 
nicht genügend abgesetzt. 


Tabelle XIV. 
Plasma 48 Stunden mit Petroläther extrahiert. 









Triglycerid ge- 
spalten 





Triglycerid Kontrollen 





Zusatz 





0,2 | 2,0 | 4,0 










Inolan. 23.3. %% | 
LDE ea E rG 
NGI 0S h 2a. 
Gummilösung . . . . 

Wie aus Tabellen XI und XII ersichtlich ist, zeigt sich auch 
hier der Einfluß der Spaltung der Lipoide. Je nach der Stärke 


des Säuregrades, Beförderung resp. Hemmung des Gerinnungs- 
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prozesses. Wir sehen also auch beim Petrolätherplasma unsere 
früheren Ansichten bestätigt. 

In Tabellen XIII und XIV finden sich noch Versuche mit 
Triglyceriden, auch hier tritt der Einfluß der Spaltung deut- 
lichst hervor. Bei geringer Säuremenge Beschleunigung, bei 
größerer Säuremenge Überschreiten des Flockungsoptimums und 
damit Hemmung der Gerinnung. Besonders deutlich erhellt 
auch aus Tabelle XIII der intensive gerinnungebeschleunigende 
Einfluß der Steapsinsolution. 


Tabelle XV. 
Plasma 48 Stunden mit Petroläther extrahiert. 


Fett- Fettsubstanz mit 5 Tropfen u 


substenz | 10%, | 10°), | Steapsin- 
Zusatz allein Pepsin Trypsin solution 


0,5| 1,0 [0,511,0 05 5 | 10 





BE 
| 


Stearinsäure . ..... — 
Palmitinsäure . .... — 
Oleinsäure . . . . . . .|— 
Stearinseife . ..... T 
Dleinseife . . . ... - a 

Thrombokinase . . . . . — ((41/,)St. 


NER 
Ka ah es 
BER 
ZeuEaen 


II 
= 
S 
(S9) 
= 


Die eingeklammerten Zahlen bedeuten, daß das Koagulum 
nicht an der Glaswand festhaftete, obwohl eine vollständige 
Koagulation eingetreten war. Diese Erscheinung beobachteten 
wir gerade beim längere Zeit extrahierten Plasma öfters. Es 
erscheint uns nicht unmöglich, daß durch lange Extraktion 
Veränderungen der Eiweißkörper eintraten. 


Tabelle XVI. 
Plasma 48 Stunden mit Petroläther extrahiert. 


Zusatzmenge 
Art des Zusatzes Bir a Fan ee I ee 
0,05 | 0,1 | 0,5 |1 Tr. 5 Tr. 


Lipoid: u. sa 3 2 ee 2 ua ae 
Lipoid gespalten. . ... . 

Tristearin 0,5 + Steapsin 3 Tropfen 
Stearinsäure 0,05 + Steapsin 3 Tr. 
Steapsin neutralisiert. . 2.2... - 











(6. a (de) 


[les 
Um abe) 
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Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Durch die Arbeiten von Bordet und Delange und vor 
allem von Zack wurde zuerst auf die Bedeutung der Lipoide 
für den Gerinnungsprozeß hingewiesen. Vor allem war es das 
Lecithin, dem diese Forscher ihre Aufmerksamkeit zuwandten. 
Zack war unseres Wissens der erste, der seine Studien am 
entfetteten Plasma anstellte und den Nachweis erbrachte, daß 
durch Entfernung der ätherlöslichen - Bestandteile das Plasma 
in seinem Gerinnungsvermögen geschädigt wird. Lipoidsub- 
stanzen anderer Organe (Phosphatide des Gehirns) einem solchen 
entfetteten Plasma zugefügt, konnten die normale Gerinnung 
wieder herstellen. Fermentative Spaltung der Plasmalipoide 
führten weiterhin in seinen Versuchen zur Ungerinnbarkeit des 
Plasmas. Gewisse Alkaloide, die lecithinfällend wirkten, fand 
er gerinnungshemmend. Aus diesen Versuchen zog Zack den 
Schluß, daß „der Wegfall der Plasmalipoide nur durch lecithin- 
artige Substanzen wettgemacht werden kann und daß die ge- 
rinnungsauslösende Wirkung der Lecithine eine spezifische ist“. 

Wenn wir nun unsere eigenen Versuche betrachten, so er- 
hellt aus den Tabellen I bis IV, daß durch Ölsäurezusatz zum 
Petrolätherplasma dessen Gerinnungsfähigkeit in kürzester Zeit 
wieder hergestellt werden kann. Durch geeignete quantitative 
Abstufung dieses Zusatzes läßt sich die Gerinnungszeit genau 
so verkürzen, wie durch Zusatz der arteigenen Blutplättchen + 
Leukocyten (in den Protokollen kurz als Leukocyten bezeichnet). 
In allen diesen Versuchen zeigte die Thrombokinase keinerlei 
Wirkung auf das entfettete Plasma. In Tabelle V bis VIII sehen 
wir die Wirkung der Palmitin- und Stearinsäure in derselben Weise 
ausgeprägt, auch hier zeigte die Thrombokinase fast keine Wir- 
kung mit Ausnahme von Tabelle VI. In diesen Versuchen hatten 
wir entgegen der Morawitz’schen Vorschrift die Leberemulsion 
direkt, ohne sie vorher absetzen zu lassen, zum Versuch gebraucht. 
Es fiel uns hier im stalagmometrischen Versuche auf, daß die 
Thrombokinase besonders kräftig lipolytisch wirksam war. Es 
scheint uns nicht unmöglich, daß dieser Umstand für die 
intensive Wirkung der Emulsion in Frage kommt. In Tabelle 
IX und X finden sich Versuche mit Gehirnphosphatiden nach 


Zacks Vorschrift dargestellt. Diese Versuche bestätigen die 
Biochemische Zeitschrift Band 77. 25 
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Angaben Zacks über die Wiederherstellung der Gerinnungs- 
fähigkeit resp. Gerinnungsbeschleunigung durch Lipoide beim 
Petrolätherplasma. Tabelle X zeigt sehr deutlich den Einfluß 
des quantitativen Verhältnisses dieser Substanzen. Es ist leicht 
erklärlich, wie durch größeren Zusatz und damit stärkerer Säue- 
rung eine erneute Verzögerung eintreten muß. Dasselbe Re- 
sultat ersehen wir aus den Versuchen in Tabellen X und XI 
mit gespaltenen Lipoiden; besonders am nativen Plasma tritt 
eine ausgesprochene Hemmung ein, aber auch beim Petrol- 
ätherplasma tritt viel früher, bei kleineren Mengen, die zeit- 
liche Verkürzung der Gerinnung ein, das Optimum wird bei 
kleineren Quantitäten früher erreicht, als bei den nicht ge- 
spaltenen Lipoiden. Aber auch in diesen Versuchen zeigt es 
sich, daß die Wirkung der Phosphatide vollkommen durch die 
eigentlichen Fette ersetzt werden kann, speziell durch die 
Stearinsäure. Die Seifen zeigten, wie a priori zu erwarten war, 
keine wesentliche Beeinflussung des extrahierten Plasmas. Auch 
die Triglyceride wirkten, wie aus Tabellen XIII bis XV hervor- 
geht, auf das Petrolätherplasma nicht ein. Ließ man jedoch 
dieselben spalten und stellte die Versuche mit den gespaltenen 
Triglyceriden an, so trat eine ausgesprochene beschleunigende 
Wirkung ein. In Tabellen XV und XVI finden sich noch Bei- 
spiele für die Wirkung der Fermente. Hier sehen wir das 
Pepsin und Trypsin vollkommen wirkungslos, die Thrombo- 
kinase löste erst nach 4'/, Stunden die Gerinnung aus. Ganz 
anders verhält sich jedoch das Steapsin, hier tritt die Wirkung 
schon nach wenigen Minuten ein, und zwar auch in den Ver- 
suchen der Tabelle XVI, in denen die Phosphatide (Lipoide) 
ebenfalls wirkungslos blieben. Worauf der Umstand, daß das 
lange extrahierte Plasma, auch wenn es völlig koaguliert, nicht 
am Glase festhaftet, beruht, vermögen wir nicht zu entscheiden. 
Es fiel uns nur auf, daß durch geringen Fibrinogenzusatz 
dieses Festkleben erreicht werden kann, es schien uns deshalb 
nicht unmöglich, daß durch das lange Extrahieren auch Ver- 
änderungen, vielleicht physikalischer Natur, der Eiweißkörper 
bedingt wurden. 

Wir sehen also aus unseren Versuchen, daß die Unter- 
suchungen Zacks durch dieselben in vieler Hinsicht bestätigt 
werden können. Jedoch können wir den Erklärungen Zacks 
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keineswegs beistimmen. Wir glauben bewiesen zu haben, daß 
es nicht das Lecithin als Gesamtmolekül ist, dem diese „spezi- 
fische“ Wirkung beim Gerinnungsprozesse zuzuschreiben ist, 
sondern daß es, im Gegensatze zu Zack, dessen Säurereste 
sind. Daß Zack zu anderen Ergebnissen in dieser Hinsicht 
gelangte, liegt an der Nichtbeachtung des Flockungsoptimums 
des Fibrins bei einer ganz bestimmten H'-Ionen Konzentration. 
Auf denselben Widerspruch zwischen Zack und unseren Ver- 
suchen bezüglich des Einflusses des Steapsins haben wir schon 
in unserer vorhergehenden Arbeit hingewiesen. Auch die von 
Rumpf!) gemachten Einwände gegen die Bedeutung der 
Lipoide glauben wir durch unsere Untersuchungen widerlegt, 
wenn wir den Begriff Lipoide fallen lassen und dafür ganz 
allgemein die Fette setzen. Denn wir haben in unseren 
früheren Untersuchungen die Identität zwischen Fetten und 
Thrombokinase, wie wir glauben, nachgewiesen. Wir sehen 
so auch am entfetteten Plasma unsere Anschauungen be- 
stätigt, die dem System Fette 4 Lipase auch hier eine 
ausschlaggebende Rolle im Ablauf des Gerinnungsprozesses zu- 
erkennen. 

Fassen wir zum Schlusse die Resultate dieser Arbeit kurz 
dahin zusammen: 


Die Versuche von Bordet-Delange und Zack, daß 
das entfettete Plasma sein Gerinnungsvermögen verliert 
und durch Zusatz lipoidartiger Substanzen dasselbe wieder- 
gewinnt, werden bestätigt. 


Es wird gezeigt, daB entgegen der Ansicht dieser Forscher 
diese letztere Wirkung nicht auf eine spezifische Wirkung des 
Lecithins zurückzuführen ist, sondern ganz allgemein durch 
den Verlust der Fette bedingt wird und durch Zusatz 
derselben resp. der Lipase wieder völlig zurückgegeben 
werden kann. 

Unsere früheren Untersuchungen, die die Bedeutung der 
Fette und Lipase für die Blutgerinnung dargetan haben, er- 
halten dadurch eine weitere Stütze. 


1) Rumpf, diese Zeitschr. 55, 1913. 


25* 


Über Agglutinine. 
Von 


B. Stuber. 
(Aus dem Laboratorium der medizinischen Klinik zu Freiburg i. B.) 
(Eingegangen am 22. August 1916.) 


Wir hatten in früheren Untersuchungen den Einfluß der 
Fette auf die Blutgerinnung festgestellt. Bei den nahen Be- 
ziehungen dieses Gebietes zu immunisatorischen Vorgängen war 
es naheliegend, die Untersuchungen in dieser Hinsicht auszu- 
dehnen und zwar zunächst auf ein engbegrenztes immunisatori- 
sches Phänomen, die Agglutination. 

Wir haben schon in einer früheren Publikation!) auf die 
Resultate dieser Untersuchungen kurz hingewiesen, waren je- 
doch aus äußeren Gründen bis heute nicht in der Lage, genauer 
auf unsere Ergebnisse einzugehen und die diesbezüglichen Ver- 
suchsdaten zur Verfügung zu stellen. 

Wir gingen nun zwecks Extraktion der in den Bakterien 
enthaltenen Fette so vor, daß die dicht bewachsenen Agar- 
kulturen (Petrischalen) vorsichtig mit destilliertem Wasser ab- 
geschwemmt wurden. Jede Verletzung des Nährbodens ist 
peinlichst zu vermeiden. Es läßt sich dies bei einiger Übung 
unschwer durchführen. Wir benutzten zu unseren Versuchen 
Kulturen von Typhus-Diphtherie-Tuberkelbacillen und Staphylo- 
kokken. Die Bakterienaufschwemmungen wurden zunächst durch 
Erhitzen abgetötet und dann 12 Stunden auf dem kochenden 
Wasserbade mit 20°/, Natronlauge hydrolysiert. Die auf diese 
Weise verseiften Fette wurden nach der Methode von Kuma- 
gawa-Suto weiter behandelt. Der so gewonnene Petroläther- 
extrakt wurde nach mehrmaliger Reinigung 2 mal durch ein 


—.-- 


1) B. Stuber, Münch. med. Wochenschr. Nr. 35, 1915. 
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Reichelfilter gesaugt, dann zur Trockne eingedampft, der Rück- 
stand in möglichst wenig Alkoholäther gelöst und diese Lösung 
unter lebhaftem Schütteln in physiologische Kochsalzlösung ge- 
träufelt. Nach Vertreibung des Ätheralkohols auf dem Wasser- 
bade resultierten vollkommen homogene Emulsionen, die weiter- 
hin noch durch Kochen sterilisiert werden konnten, ohne da- 
durch an Haltbarkeit etwas einzubüßen. Diese Emulsionen 
wurden sowohl subcutan, als auch intravenös in Mengen von 
1 bis 6 ccm injiziert. Der nach der Ätherausschüttelung ver- 
bleibende Rückstand wurde zur Trockne eingedampft, neutra- 
lisiert und ebenfalls als Emulsion in physiologischer Kochsalz- 
lösung zu Kontrollversuchen verwandt. Um sicher zu sein, alle 
Fette durch die Verseifung mit nachfolgender Ätherausschütte- 
lung entfernt zu haben, wurde der verbleibende Rückstand nach 
der Ätherausschüttelung nochmals als Trockenpulver einer Ex- 
traktion im Soxhlet unterzogen. Es zeigte sich nun, daß immer 
noch Fette extrahierbar waren. Es wurden deshalb in den 
folgenden Versuchen die abgetöteten Bakterien zunächst einer 
Trypsin-Steapsin-Verdauung unterworfen, dann das Gemisch ver- 
seift und weiter, wie oben, behandelt. Aber auch auf diese 
Weise erhielten wir in den Rückständen immer noch Fette. 
Wir gingen deshalb zur systematischen Aufspaltung des Bak- 
terieneiweißes über durch beginnende Pepsin- mit nachfolgender 
Trypsinverdauung. Diese Gemische wurden dann weiterhin 
einer mehrstündigen NaOH-Hydrolyse unterworfen und wie 
oben nach Kumagawa-Suto weiter verarbeitet. Auf diese 
Weise erhielten wir nach Ätherausschüttelung Rückstände, die 
allerdings immer noch nicht fettfrei, aber immerhin fettarm 
waren im Gegensatz zu den Petrolätherrückständen. Beide 
Rückstände, der fettreiche Petrolätherrückstand und der fett- 
arme Rückstand nach der Ausschüttelung wurden nun in der 
oben angegebenen Weise nach Verarbeitung zu Emulsionen, 
getrennt geprüft. Der fettarme Rückstand gab deutliche Biuret- 
Xanthoprotein- und Tryptophanreaktion. In den Petroläther- 
auszügen waren diese Reaktionen negativ. Die Menge der er- 
haltenen Fette aus durchschnittlich je 60 kleinen Petrischalen- 
kulturen war äußerst gering, ca. !/, mg. Die Differenzen zwi- 
schen den einzelnen Bakterienarten waren in dieser Hinsicht 
äußerst klein. Diese ca. !/, mg betragende Fettmenge wurde 
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jedesmal in 100 ccm 0,9°/, NaCl gelöst und so zu den Ver- 
suchen angewandt. Die Versuche wurden, nachdem die ab- 
solute Unschädlichkeit der Emulsionen am Tiere subcutan und 
intravenös erwiesen war, auch am Menschen subcutan ausge- 
führt. Es wurden nur gesunde Individuen, die anamnestisch 
keinerlei Infektion angaben und sicher nicht geimpft waren, 
dazu verwandt. Als Agglutinationsobjekt dienten in allen Ver- 
suchen Typhusbacillen. Es folgen nun unsere Protokolle, die 
von Versuchen am Menschen stammen. Die Injektionen er- 
folgten subcutan. 


Versuche mit Typhusfetten. 


1. R. H., 27 J. 
Art der Fettdarstellung: Reine NaOH-Verseifung. 


Datum | 28. II. u zu. | 30.1 III. 30.111. | 31. IM. |a. 1v. | 3. w.|5. IV. Ben IV. 





Einspritzung. . . . . 0,5eem| 1 ccm —  |20ocm | Se 
Wil... ni yoa — | 
Typhus. ..... — 1:320 41: 160 41:80+1:8041:8041:8041:804 
Paratyphus . . = = = el er we Me ei ae 
Leukooytenzahl = =. = = > IR = 00 
Temperatur . . . . . 37,2°| 36,80 | 37,20 | 370 | 36,801 36,69 | 36,20] — 











2. R. S., 50 J. 
Art der Fettdarstellung: Reine NaOH-Verseifung. 


Datum Is. Iv.)oo. 1V.l22. ie ad IV. 24. IV.| 26. IV. 29. 1v. 1. V. aba v. |10. V. 







































Einspritzung . .| — |1 ccm|2 com 
Widal.. .. .|negat. 
Typhus T n |negat.| — | — Il: 10+: 80+|negat. 
Paratyphus. n $ 1:320+ —- 1:404 » 
beide 
austitriert 
1 : 1600 + 
Leukooytenzahl . | — | 6500] — 6200 | 6000 | 6600 — | 5200 | 5300 | 4600 
Temperatur. . — | 36,4% | 36,6° | 86,80 | 36,9°| 37° | 36,69 | 36,5 36,80 | 36,30 











8. J. R., 37 J. 
Art der Fettdarstellung: Reine NaOH-Verseifung. 
Datum þe. IV. 20, 1v.|21. IV. 22. 1V.|23. IV.|24. Iv.| 26. IV. je v.|ı.v. Ik 3. V. 
aoe z2 
Einspritzung . . . l ccm| — |2ccm| — en] — 6 cem! — ; — 
Widel..... t. | | 
Typhus .... n  Inegat. 1:40+ — 11:40+ — 11:320 + — 11:40+ negat. 
Paratyphus 3 » n — — — — 11:30 +4 - » 
Leukooytenzahl. r 5600 | 5000 | — — ; 4800 | 3400 — 5200 — 
Temperatur . . .| 36° | 36,6° | 36,4? | 36,4° | 36,2° 





36,4° | 36,3% | 36,2, 36,4%) — 
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4. F. B., 31 J. 
Art der Fettdarstellung: Pepsin- und Trypsinverdauung mit folgender 
Verseifung. 
Datum 

Einspritzung . . 
Widal..... negat. | 

Typhus. . .. n»n  ınegat.:1:160+1:80+ |11:320 +11:320 +11:320 +|1 : 320 +| negat. 

Paratyphus . . n » negativ 11:160+11:160+11:80+ |1:40+ |negativ| » 
Leukocytenzahl .| — | 4400 | 3700 4000 3200 | 4600 4000 4400 | 3800 
Temperatur . . . | 36,1° | 36,4° | 36,8° | 36,9° | 36,8° | 36,7° ; 360 








5. H. M., 38 J. 
Art der Fettdarstellung: Steapsinspaltung mit folgender Verseifung. 








Datum |26. 1v.|27. IV.|28. 1v.|29. IV. 1.V. | 6. V. | 10.V. | 11.V. | 14. V. | 17. V. 























Einspritzung 1 com — 
Widal. . 
Typhus. . . negat. 1:40 +| — 
Paratyphus . r (1:404 — — 
Leukooytenzahl 4000 | 5200 | — 2900 — 
Temperatur . . 36,70 | 36,6° | 37,8° 370 | 38,4? | 37,70 | 36,8° 
6. S. R., 21 J. 


Art der Fettdarstellung: Steapsinverdauung mit folgender Verseifung. 





Datum |7.1V.| 8. ıv. | 9. IV. |10. IV.| 12. IV. |13. IV.|14. IV. 












Einspritzung 






Widal .. 
Typhus . . 1:40 +1 :3204+ 4173504 11:40 4 
Paratyphus : o negat. 
austitriert 
Leukooyten- 
zahl . . . 152001 — | 5000 | — 5600 4900 5600 5400 
Temperatur. |36,9°| 36,9° | 37,2° | 37,1° | 37,1° 36,8 36,8° | 36,8° 











Wie aus diesen Versuchen 1 bis 6 ersichtlich ist, lösen 
die Fettstoffe der Typhusbacillen eine sehr intensive Aggluti- 
nation aus, wie speziell aus Versuch 2 und 6 hervorgeht, in 
denen eine Austitrierung vorgenommen wurde Ein ausge- 
sprochener EinfluB auf die Leukocytenzahl im Sinne einer 
Leukopenie trat nur im Versuch 5 hervor. Hier, wie in Ver- 
such 6, trat auch eine deutliche Fieberreaktion auf. Auffallend 
ist, daß es sich in beiden Fällen um die Produkte der Steapsin- 
verdauung handelt; worauf diese Erscheinung beruht, vermögen 
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wir nicht zu sagen. Sonst wurden die Injektionen immer 
reaktionslos ertragen. Wir weisen hier auch auf den allerdings 
nicht regelmäßig, aber doch häufig nach höheren Dosen (6 ccm) 
eintretenden raschen Abfall des Agglutinationsvermögens hin. 

Im folgenden geben wir nun die Versuche mit den fett- 
armen Rückständen der soeben besprochenen Fettemulsionen. 


Versuche mit den fettarmen Rückständen der Typhusbacillen. 


1: Ed, 
Fettarmer Rückstand nach NaOH-Verseifung. 


tatii ar sv. 6. V. 10. V. 11. V. 14. V. l 17. V.! ‘25. V. | 11. VI- 











Einspritzung . . .| — |lcemı?2cem|j — |4cemj6 ccm; — p {= p = 
Wıiasl soe 2... 1Degak: | negat. negat. negat. | | 
Typhus D. ee - - - - | — 1:80+1:80+1:80 +1: 160 + 
Paratyphus. . . > | — |negat. negat. nr: negat. 
Leukoeytenzahl . .| — | 6000 | 5600 ! 4200 | — | 3700 | 3600 | 4000 5000 
Temperatur . . .| — | 36,4% | 36,7° | 36,4? ı 36,49 | 37° | 37,3° 36,3° 
5.3.8, 19,8, 


Fettarmer Rückstand nach Pepsin- und Trypeinverdauung. 


Datum >is 5. VII. | e.vo. | 8. vir. 10. VII. 12. VIL | 14. VII. 





e —— — GE WERE LET RESET O 


| | 



























RR | l ccm  2ccm | 4ccem | 6cem | — 
Er 9 na i ae agstis negativ | | 
Typhus .... ~ n |1: 80 + | negativ | er 
Paratyphus. . . -~ » | negativ | 
Leukocvtenzahl . . = 5200 | 4500 5100 | 5200 | 4800 
Temperatur. . ` .| — | 3680 | 36,90 | 37° | 37° | 870 
9. S. Z., 52 J. 
_Fettarmer Rückstand nach ooo 
> Datum 26. IV. 27. IV. 28. IV..29: IV. 1: V. | 6.W. |10. V. |11. vV. | 14. V. 
Zn — = ks = E 
sprihuihe + ee — |2com| — |4cem| — |6oomı — 
WIESN 2.4 wre | | 
Typhus ..... er | er ınegat.| — |negat.| — 11:80+ 
Paratyphus > | — n |negat.| » — eS 
Leukocytenzahl. . . | 4400 | 6000 — |4800 5000 5300 _ 5000 
Temperatur — |37 ro 370 | 37,30 | 36,8° | 36,4% | 36,4° | 36,30 | 36,40 


In diesen Versuchen (7 bis 9) re die nach PR Fett- 
extraktion verbleibenden, nach unseren obigen Ausführungen 
nicht völlig fettfreien, aber doch fettarmen Rückstände ver- 
wandt. Es zeigt sich hier eine ausgesprochene Abnahme der 
Agglutination im Vergleiche zu den Agglutinationswerten, die 
durch die Fettextrakte bedingt wurden. 
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Diese Abnahme des Agglutinationsvermögens kann durch 
Hinzufügen der Fettextrakte zum fettarmen Rückstand wieder 
ausgeglichen werden, wie aus den folgenden Versuchen 10 und 11 


hervorgeht. 
10. K. H., 17 J. 
Gesamtextrakt = Fettemulsion + fettarmer Rückstand der Typhus- 
bacillen. 








Datum ‚W.ıv. s.v.| ev. | 10. V. In. v. 14V. | 18. V. | 25. V. 











l ccm 




















Einspritzung Er a 2 ccm | —  j4cem) 6cem | — — 
Widal ..... negat: at negat.| . | 
Typhus "ojoon » |1:160+i1:3204+: — |1:320 4-1:160 +1:400 + 
bei 
| | Aia rat. 
1 : 800 + 
Paratyphus. .. ” n » negativ | negativ | negauit, negativ | negativ 
Leukocytenzahl. .| -- | 5400 | 5000 | 5000 5200 ; | l 5800 5600 
Temperatur. . . .| 37,3%, 37,30 | 37,6% | 36,8° | 37,2° | 36, go | 875 28 | 87,20 | 86,8° 
11. M. G., 33 J. 
Gesamtextrakt — Fettemulsion -+ fettarmer Rückstand der Typhus- 
bacillen. 








Einspritzung 
Widal 
Typhus . . 
Paratyphus 
Leukocyten- 
zahl... 
Temperatur. 










1: 320 +/1 : 160 +|1 : 320 +11: a. 160 +| negat. 
negativ | negativ |1 : 80 + 11:40 + | negativ 


5000 6400 7000 5800 
36,4% | 36,4° | 36,6° 37 

Wir haben nun noch weiterhin zur Prüfung spezifischer 
Einflüsse die Fette der Diphtherie-Tuberkelbacillen und Sta- 
phylokokken geprüft. Die Darstellung der Emulsionen blieb 
dieselbe. Als Testobjekt diente wieder die Agglutination auf 
Typhusbacillen. 






Versuche mit Fettemulsionen der Diphtheriebacillen. 


12. L. B., 36 J. 
Darstellung der Fettemulsionen: Pepsin- und Trypsinverdauung mit 
folgender Verseifung. 





8. VI. | 11. VI. 















—m— —m— 





Einspritzung . 4 ccm 6 ccm — | — — 
1:80 + + stark , l ‚gi , 
Typhus 1:320 + schwach 1 : 320 +/1 : 320 +1 : 320 +[1:160 + 
Paratyphus . 1:40 + negativ 1:160+1:80+ 11:40 + 
Leukocytenzahl 4200 4600 4000 4000 3900 
Temperatur. . 37,8 37,10 | 86,6° | 36,6° = 
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13. L. M., 28 J. 
Darstellung der Fettemulsion: Pepsin- und Trypsinverdauung mit 
folgender Verseifung. 


Datum E V. | 1. VI. | 4. VL | 7. VI. | 11. VL 








Einspritzung . . . | — |lcem|2 ccm 4 ccm 6 ccm 
Widal ..... negat.| negat. 
: 1:320 + schwach |,. 
Typhus ....| » n |1:404+111.1604 + 11:320++ 
Paratyphus .. 7 »  Inegat. negativ 1:80+ 
Leukocytenzahl.. . — į; 4300 | 4100 5400 5700 
Temperatur . . . | 36,5% | 36,4% | 37° 37,3° 36,8° 


Versuche mit Fettemulsion der Staphylokokken. 


14. E. O., 19 J. 
Darstellung der Fettemulsion: NaOH-Verseifung der Staphylokokken. 


Datum akad | 5. v. 7. V. | 10.V. ni hi 


Einsprit zung . . 
Widal ..... 






er. 
lcem!|? ccm |4 ccm Feen je 


Typhus .... 1:80 +| 1:320 + |1:40 +] negat. 
Paratyphus. . . negat.| negativ |negat.| + 
Leukocytenzahl. . 5000 | 4900 | 4400 
Temperatur 36,7° | 36,6° | 36° 


15. L. U., 36 J. 
Deren der Fettemulsion: Tara der Staphylokokken. 


Data | =. v. s.v.|5.v.| 7.v. per ar er 


zung gr 







lccmi2ccm| 4 ccm | 6 ccm — 


Widal . . . .|negat.i negat. 
Typhus ... n n |1:40+/1:160 +11: 160 +1 : 320 +1:80 + 
Paratyphus. . 2 n |negat.; negativ | negativ |1 :40 + 1:80+ 

Leukocytenzahl . į} — | 5000 | 4400 | 5000 4200 4300 | 4500 

Temperatur. . . | 36,2% | 36,6° | 37° | 36,2° | 37,20 | 37,30 | 37,3° 





Versuche mit der Fettemulsion der Tuberkelbacillen. 


16. E. St., 56 J. 
Darstellung der Fettemulsion: NaOH-Verseifung der Tuberkelbacillen. 


e—a a e a e a o a a e a a e a a a a e e 








Einspritzung . . . —- l ccm 2 ccm 4 cem 6 ccm 
Widal ... . . | negativ | negativ | negativ 
Typhus .... " » 1:40+ |1:160 + 
Paratyphus. . . - | “ - negativ | negativ 
Leukooytenzahl . . | -— | eu | 5800 ' 5000 | 4600 


Temperatur. . . . 37,10 26,59 36,6° Ä 36,8° 36,4 
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Wie aus den Versuchen 12 bis 16 hervorgeht, gelingt es 
durch Injektion der Fette von Diphtherie-Tuberkelbacillen und 
Staphylokokken eine Agglutininbildung gegen Typhusbacillen 
auszulösen. 

Im folgenden geben wir noch 2 Versuche mit Kochsalz- 
lösung wieder, auf deren Bedeutung wir später zu sprechen 
kommen. Es wurden jedesmal 5 ccm einer 10°/,igen NaCl- 
Lösung subcutan gegeben. 


Versuche mit 10°/ iger NaCl-Lösung. 
17. J. Sch., 25 J. 
10°/,ige NaCl-Lösung. 


Datum | 12. VIL | 13. var. | 14. VIL. 


























Einspritzung . . . — 5 com — 
Widal ..... negativ | negativ 
1: 160 + schwach 
Typhus ° {1:8204 Spur 
Paratyphus. . n negativ 
Leukocytenzahl . . 4400 4600 
Temperatur. ... . 36,4° 36,7 


18. G. Sch., 29 J. 
10°/,ige NaCl-Lösung. 


Datum | 12. VII. | 13.VI | 14. VIL 


En nn ne nn en mn 





















Einspritzung . . . — ð ccm — 
Widal ..... negativ | negativ 
1 : 3820 + schwach 
Typhus : 1:160++ 
Paratyphus. . . n ! negativ 
Leukocytenzahl . . 5000 4800 
Temperatur. . . . 36,4? 36,3? 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Wir haben in unseren Versuchen nachgewiesen, daß den 
in den Bakterien enthaltenen Fetten bezüglich der Auslösung 
immunisatorischer Phänomene, speziell der Agglutination, eine 
nicht minder wichtige Rolle zuzuerkennen ist als den Eiweiß- 
stoffen. Wir haben in allen Fällen durch subcutane Injektion 
der Bakterienfette beim Menschen eine ausgesprochene Agglu- 
tination gegen Typhusbacillen hervorgerufen. Auch im Tier- 
experiment rief die subcutane und intravenöse Injektion der- 
selben die gleichen Erscheinungen hervor. Von einer Publika- 
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tion der diesbezüglichen Versuche glaubten wir, da sie alle 
genau dasselbe Resultat wie beim Menschen zeigten, absehen 
zu können. Die Injektionen wurden fast immer, abgesehen von 
ganz minimalen Temperaturerhöhungen, reaktionslos ertragen. 
Nur im Fall 5 trat ein Temperaturanstieg bis auf 38,4° ein, 
in diesem Falle zeigte sich auch eine Leukopenie, die in den 
übrigen Fällen keineswegs ausgesprochen war. Worauf diese 
Reaktion beruhte, können wir nicht mit Sicherheit sagen, wir 
möchten nur darauf hinweisen, daß es sich um ein ausgesprochen 
neurogenes Individuum handelte, das auch sonst, obwohl ein 
Organbefund nicht erhoben werden konnte, leichte Temperatur- 
zacken aufwies. 

Daß es unter dem Einfluß der injizierten Fette zu einer 
erheblichen Agglutininbildung kommt, zeigen Fall 2 und 6. In 
beiden wurde eine Austitrierung der Agglutinationswerte vor- 
genommen und so Werte von 1:1600 resp. 1:800 gegen Typhus 
und 1:1600 resp. 1:400 gegen Paratyphus festgestellt. In der 
Mehrzahl unserer Fälle erhielten wir eine Mitagglutination gegen 
Paratyphus B. 

Die Versuche 7 bis 9 geben die Resultate von den In- 
jektionen mit den fettarmen Rückständen. Hier sehen wir nur 
eine ganz geringfügige Agglutination auftreten, die wohl auf 
die in den Rückständen noch enthaltenen Fette, worauf oben 
schon hingewiesen wurde, zurückgeführt werden dürfte. Auf 
die Versuche 10 und 11 mit den Gesamtextrakten braucht nicht 
näher hingewiesen zu werden, deren Resultate ergeben sich aus 
dem schon Gesagten von selbst. 

Die Versuche 12 bis 16, die mit den Fetten der Diph- 
therie-Tuberkelbacillen und Staphylokokken ausgeführt wurden, 
ergaben nun ebenfalls eine ganz ausgesprochene Agglutination 
der Bakterien der Typhusgruppe. Es zeigt sich also, daß die 
Spezifität der von uns erzielten Agglutinine nur eine ganz 
relative ist. Daraus überhaupt die Spezifität der Agglutinine 
ablehnen zu wollen, wäre unseres Erachtens nicht richtig, da 
im Vergleich zu den Versuchen mit den Typhusfetten zweifels- 
ohne die Agglutinationswerte in diesen Versuchen nicht eine 
solche Höhe erreichten. Das Auftreten von Mitagglutininen 
ist ja eine geläufige Erscheinung, und in dieser Hinsicht zeigen 
unsere Versuche deshalb nur eine Übereinstimmung mit längst 
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Bekanntem. Es handelt sich auch in diesen Versuchen keines- 
wegs um Normalagglutinine, da das Serum der betreffenden 
Individuen vor den Injektionen vollkommen agglutininfrei war, 
es müssen sich also auch diese heterologen Agglutinine erst 
infolge der Immunisierung gebildet haben. 

Was nun die chemische Natur der Agglutinine anbelangt, 
so werden sie wohl der Ansicht Paltaufs entsprechend als 
Eiweißkörper betrachtet! Nach den Untersuchungen von Pick?) 
sollen sie speziell an die Euglobulinfraktion des Serums ge- 
bunden sein. Wir weisen ferner noch auf die Untersuchungen 
von Joos?) hin, der im Typhusagglutinin zwei durch ihre 
Thermoresistenz verschiedene A- und B-Agglutinine unter- 
scheidet. Schon Pick hat darauf hingewiesen, daß es Agglu- 
tinine gibt, die, wenn man die Eiweißgerinnung vermeidet, 
längeres Kochen wohl ertragen. 

Auf die Bedeutung speziell der Lipoide bei immunisatori- 
schen Vorgängen ist seit der Aufhebung der Cobragifthämolyse 
durch Cholesterin durch Ramsom vielfach hingewiesen worden. 
So beim Studium der Neutralisierung des Tetanustoxins durch 
Gehirnsubstanz durch Ignatowsky®), Landsteiner und 
v. Eisler‘. Wir erinnern ferner an die wichtige Rolle der 
Lipoide für den Vorgang der Hämolyse, wie sie speziell in den 
Arbeiten von Kyes, Sachs, Noguchi, v. Dungern, Land- 
steiner, Ulr. Friedemann, Neuberg und deren Mitarbeitern 
dargelegt wurde. 

Jedoch scheint die Bedeutung der Lipoide, vor allem aber 
ganz allgemein der Fette, für die Erscheinung der Agglutina- 
tion, soweit unsere Literaturkenntnis reicht, bislang im Hinter- 
grund gestanden zu haben. Wir glauben nun durch unsere 
Untersuchungen den ausgesprochenen Einfluß dieser Substanzen 
auch auf diesem Gebiete besonders hervorheben zu dürfen. Es 
scheinen uns auch in dieser Hinsicht die Versuche von Matthes 
und Rannenberg?°) nicht entgegenzustehen. Diese Autoren 
glauben, durch die Produkte der Trypsinverdauung von Typhus- 


1) Piok, Beiträge z. chem. Physiol. 1, 1901. 

?) Joos, Zeitschr. f. Hyg. 40, 1902. 

2) Ignatowsky, Centralbl. f. Bakt. 85, 1903. 

4) Landsteiner und v. Eisler, Centralbl. f. Bakt. 39, 1905. 

6, Matthes und Rannenberg, Münch. med. Wochenschr. 13, 1915. 
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bacillen eine Agglutininbildung ausgelöst zu haben. Nun haftet 
aber den Trypsinpräparaten nach unserer Erfahrung ein nicht 
unbedeutendes lipolytisches Vermögen an, so daß mit Sicher- 
heit gesagt werden kann, daß in den genannten Versuchen 
auch abgespaltene Fette mitinjiziert wurden. Um welche Fette 
es sich in unseren Versuchen gehandelt hat, können wir nicht 
sagen, da die überaus kleinen Mengen, die wir erhielten, zu 
Analysen nicht ausreichten. Es soll dies in späteren Versuchen 
nachgeholt werden. Jedoch dürfen nach der Art der Dar- 
stellung vor allem die höheren Fettsäuren zur Diskussion stehen. 
In dieser Hinsicht sei an die Arbeiten von Sakae Tamura!), 
die in den Kosselschen Instituten ausgeführt wurden, erinnert, 
durch die in verschiedenen Bakterien Phosphatide und Ester 
einer höheren Fettsäure nachgewiesen wurden. 

Die Wirkung der Fette war bezüglich der zeitlichen Dauer 
des Agglutinationsphänomens verschieden. Oft sahen wir nach 
Einspritzung einer größeren Menge (6 ccm) ein rasches Abfallen 
und Verschwinden der Agglutinine, oft hielt aber die Wirkung 
monatelang an, so konnte im Fall 1 und 6 nach 6 Monaten 
nach der letzten Injektion noch ein Wert von 1:160 fest- 
gestellt werden. Oft wurden erst einige Tage nach der letzten 
Injektion die Höchstwerte erreicht, so daß man annehmen 
mußte, daß durch diese Fettsubstanzen eine „Sekretion“ der 
Agglutinine angeregt worden war. Wären die Injektionen intra- 
venös ausgeführt worden, so hätte man ja an eine reine Ober- 
flächenwirkung im Sinne Traubes denken können. Das scheint 
uns aber bei der subcutanen Einverleibung in unseren Versuchen 
nicht gut möglich. 

Wir betrachten also die Fettsubstanzen der Bakterien 
in unseren Versuchen als Agglutinogene, welche die Agglu- 
tininbildung auslösten. Dieselben sind koktostabil, wenigstens 
bei nicht allzu langem Erhitzen. Auf welche Weise diese Aus- 
lösung vor sich geht, darauf weisen uns vielleicht Versuch 17 
und 18 hin. In diesen wurde eine konzentrierte NaCl-Lösung 
eingespritzt, und es trat darauf eine deutliche Agglutination ein. 
Nun kennen wir ja die Sympathicusreizwirkung des Kochsalzes. 
Es erscheint uns deshalb nicht unmöglich, daß durch einen 


2) Sakae Tamura, Zeitschr. f. physiol. Chem. 88 u. 89, 1913/14. 
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solchen spezifischen Sympathicusreiz die Agglutininbildung 
ausgelöst wird. Wir verweisen in dieser Hinsicht auch auf die 
Untersuchungen von Dieudonne!) und Rostoski?), die mit 
Pilocarpin und Hetol eine Agglutininbildung hervorriefen. Es 
fiel ung auch bei unseren besonders darauf gerichteten Kontroll- 
untersuchungen das häufige Vorkommen von Normalagglutininen 
gerade bei Individuen mit labilem Sympathicus auf. Und man 
kann sich so vorstellen, daß bei derartigen Neurotikern schon 
ein unter gewöhnlichen Verhältnissen belangloser Reiz eine 
Agglutininbildung auf Grund der Übererregbarkeit des Nerven- 
systems, vor allem des Sympathicus, auslöst. Wir haben des- 
halb auch in unseren Versuchen so gut wie möglich solche 
Individuen ausgeschaltet. Übrigens erreichen solche Normal- 
agglutinine nach unseren Erfahrungen nie solche Werte wie in 
unseren Versuchen mit den Fettsubstanzen. 

Dieses häufige Auftreten von Normalagglutininen und vor 
allem ihre leichte Auslösbarkeit bemerkten wir auch im Tier- 
experiment. Es gelang uns, hier einige Male beim Kaninchen 
nur durch Fesselung der Tiere auf das Brett, eine schwache 
Agglutininbildung (bis 1:80) hervorzurufen, die bei vorheriger 
Urethangabe nicht auftrat. Es erinnern diese Versuche sehr 
an die Fesselungsglykosurie von J. Bang. 

Auf die Frage, ob ein Wesensunterschied zwischen Normal- 
und Immunagglutininen besteht, möchten wir hier nicht ein- 
gehen. Nach den Daten der Literatur scheint überdies von 
der Mehrzahl der Autoren ein solcher nicht angenommen zu 
werden. 

Auf einige experimentelle Versuche möchten wir aber zum 
Schlusse noch kurz zu sprechen kommen. Ließen wir Kanin- 
chen (Bacillenträger nach Uhlenhuth), die Immunagglutinine 
in ihrem Serum enthielten (Widal 1:320 + +), verbluten, und 
extrahierten das Serum im Lindschen Apparat mit Petroläther, 
verarbeiteten dann den Ätherrückstand genau wie oben und 
injizierten die Emulsion gesunden agglutininfreien Tieren, so 
traten immer genau dieselben Agglutinationswerte bei diesen 
Tieren auf wie bei den immunisierten. Wir dachten zunächst 


1) Dieudonné, Med. Klinik 22, 1906. 
*) Rostoski, Deutsche med. Wochenschr. 1905, S. 691. 
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daran. daß es sich um eine Übertragung von Agglutinogenen 
gehandelt und dadurch eine Sezernierung von Agglutininen 
eingesetzt habe. Wir stellten deshalb Reagensglasversuche 
an. Hier zeigte sich nun, daß schon durch minimale Mengen 
des Ätherrückstandes eine ebenso starke Widalsche Reaktion 
ausgelöst werden kann. Die Petrolätherrückstandmenge des 
Immunblutes war schon so gering, daß wir von einer Wägung 
Abstand nahmen, da sie nur Ausschläge in der 4. Dezimale 
gab. Diese kleine Menge wurde nun in 100 ccm physiologischer 
NaCl-Lösung aufgeschwemmt, und davon wurde 0,001 ccm dem 
agglutininfreien Serum zugefügt; es trat jedesmal eine 1: 320 
starke positive Agglutination auf. Bakterien konnten in dem 
Fettrückstand keine enthalten sein, da dessen Ätherlösung 
mehrere Male durch Tonfilter, wie in allen anderen Versuchen. 
gesaugt wurde. 

Es schien uns deshalb die zuerst gehabte Ansicht der Über- 
tragung von Agglutinogen und dadurch bedingte Auslösung der 
Agglutininbildung in Anbetracht des positiven Reagensglas- 
versuchs nicht haltbar. Wir mußten deshalb annehmen, daß in 
dem Petrolätherextrakt die Agglutinine selbst enthalten waren, 
daß durch die Ätherextraktion dem Immunserum die 
Agglutinine entzogen wurden und so auf das agglutinin- 
freie Tier übertragen werden konnten. Wird dieser Ge- 
dankengang zugegeben, dann wäre aber weiterhin der Schluß 
zwingend, daß auch den Agglutininen die Fettnatur zu- 
erkannt werden müßte. Man könnte sich so immunochemisch das 
Eiweiß als Transportmolekül vorstellen, das durch Abspaltung 
seiner „Seitenketten“, speziell der Fette, die Immunkörper liefert. 

Man denkt hierbei auch an die intensive Oberflächenakti- 
vität gerade der Fette. Vielleicht liegt auf diesem Gebiete auch 
die Bedeutung der Lipase, auf deren Rolle bei immunisatori- 
schen Vorgängen meines Wissens zuerst von Neuberg und 
Reicher!) hingewiesen wurde. In dieser Hinsicht scheint uns 
auch die Übereinstimmung mit unseren früheren Untersuchungen 
über den Ablauf der Blutgerinnung nicht ohne Belang, indem 
hierdurch die nahen Beziehungen zwischen Blutgerinnung und 
immunisatorischen Vorgängen eine experimentelle Stütze erhalten. 


1) Neuberg und Reicher, diese Zeitschr. 4, 281, 1907. 
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Wir möchten jedoch zur Zeit auf Grund dieser wenigen 
Versuche über die Frage der chemischen Natur der Agglutinine 
keine weiteren Beobachtungen anstellen, sie würden nur zu 
uferlosen Spekulationen führen. Wir glaubten auch nur inso- 
weit auf diese schwierigen Vorstellungen eingehen zu müssen, 
als sie unsere Versuche erklären sollten. Und diese Erklärung, 
die wir ihnen gegeben haben, schien uns die annehmbarste. 
Zur weiteren und präzisen Schlußfolgerung bedarf es noch einer 
langen Versuchsreihe, die, wie wir uns wohl bewußt sind, wahr- 
scheinlich noch manche Änderung unserer eigenen Ansicht 
bringen dürfte. Jedoch erscheint uns die Fortsetzung unserer 
Versuche nicht unwesentlich, da sich auch therapeutische Kon- 
sequenzen aus ihnen ergeben dürften. Wir haben mit solchen 
Versuchen schon begonnen und haben bis jetzt sehr beachtens- 
werte Resultate erhalten. Indes ist unser Material noch zu 
gering, um heute schon bindende Schlüsse daraus ziehen zu 
können. 

Fassen wir nun die Ergebnisse dieser Arbeit wie folgt 
kurz zusammen: 

1. Es konnte gezeigt werden, daß durch die in den Bak- 
terien enthaltenen Fettstoffe eine Agglutininbildung 
ausgelöst wird. Diese Fettstoffe sind demnach die eigent- 
lichen Agglutinogene, da durch die Eiweißstoffe dieser 
Effekt nicht in derselben Weise erzielt werden kann. 

2. Die Auslösung der Agglutininbildung durch die 
Agglutinogene erfolgt durch Vermittlung des sympathi- 
schen Systems. 

3. Es wird auch die Fettnatur der Agglutinine wahr- 
scheinlich gemacht. Die Spezifität ist nur eine relative. 
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IV. Über die Natur der Serumsubstanzen, welche die 
Fermentbildung fördern. 


Von 
Martin Jacoby. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit 
in Berlin.) 


(Eingegangen am 25. August 1916.) 


In der 3. Mitteilung der Studien zur allgemeinen Vergif- 
tungslehre wurde gezeigt, daß das Lecithin die Fermentbildung 
der Bakterien verstärkt. Es wurde darauf hingewiesen, daß 
auch die Reizsubstanzen, welche die Funktionen der Zelle ver- 
stärken, zusammen mit den Giften studiert werden müssen. 
So kann denn auch im Rahmen dieser Studien über die Fort- 
setzung der Untersuchung der Serumsubstanzen berichtet wer- 
den, welche die bakterielle Harnstoffspaltung verstärken. Bei 
diesen Untersuchungen ergab sich ein Resultat, das die An- 
regung zu der Auffindung einer besonders interessanten Reiz- 
substanz lieferte, über die in der 5. Mitteilung berichtet wird. 

Bei der Analyse der Auxowirkungen des Serums auf die 
bakterielle Harnstoffspaltung war vorläufig festgestellt worden, 
daß mindestens zwei wirksame Fraktionen zu unterscheiden 
sind, eine alkoholunlösliche und eine alkohollösliche Diese 
zweite alkohollösliche Fraktion wurde zunächst weiter unter- 
sucht. Früher hatte ich schon angegeben, daß sie zwar nur 
in kleiner Quantität im Serum sich findet, daß sie aber sehr 
wirksam ist. 

Die weitere Untersuchung ergab nun, daß die Wirkung an 
eine Substanz des Serums gebunden ist, die außer ihrer 
Löslichkeit in Alkohol noch durch ihre Löslichkeit in 
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Wasser und ihre Unlöslichkeit in Äther, Petroläther 
und Aceton ausgezeichnet ist. 

Nach diesen Ergebnissen schien es mir lohnender, vor- 
läufig nicht mit der Analyse der Serumsubstanzen fortzufahren, 
vielmehr zu prüfen, ob nicht etwa Traubenzucker eine ent- 
sprechende Reizwirkung entfaltet. Über diese Versuche, die 
unsere Erwartungen vollkommen bestätigten, wird in der fol- 
genden Mitteilung berichtet. | 


Versuchsbeispiele. 


I. Je 1 g Hammelserum-Trockenpulver und je 1 g Rinder- 
serum-Trockenpulver werden mit je 20 ccm absoluten Alkohols 
übergossen. Die Gemische werden gut durchgerührt und nach 
15 Minuten der Alkohol abfiltriert. Der Alkohol wird durch 
einen Luftstrom ohne Erhitzen verjagt, der so erhaltene Rück- 
stand mit je 10 ccm Wasser in die Versuchsgefäße gespült. Zu 
den Kontrollen wird ebenfalls je 10 ccm Wasser gefügt. 

Zum Schluß wird überall 0,5 ccm einer dreitägigen Kultur 
zugesetzt. — Brutschrankaufenthalt 48 Stunden. 

Es wird aus Harnstoff erhalten Ammoniak: 


1. Mit Hammelserum-Extrakt . . . . 67,0 und 67,7 ccm 
2. Mit Rinderserum-Extrakt . . . . 71,3 und 71,5 ccm 
3. Kontrollen . . 2 2 2 2.2.2. . 63,2 und 64,5 ccm 


II. Je 1 g Rinderserum-Trockenpulver wird mit 30 ccm 
Alkohol übergossen. Am nächsten Tage wird der Alkohol ab- 
filtriert und im Luftstrom verjagt. Der so gewonnene Rück- 
stand wird mit 10 ccm Äther übergossen, nach 10 Minuten der 
Äther abgegossen. Der im Äther unlösliche Rückstand wird 
im Luftstrom von den letzten Spuren Äther befreit, dann mit 
je 10 ccm Wasser in die Versuchsgefäße gebracht. 

0,5 ccm eintägige Kultur. — 24 Stunden Brutschrank. 

Es wird erhalten: 

1. Mit dem in Alkohol löslichen, in 

Äther unlöslichen Extrakt . . . . 78,6 und 83,5 ccm 

2. Kontrollen. . 2. 2 2 2 2.2020. . 70,8 und 71,6 cem 

III. Versuch wie der vorige. Nur wurde der alkohollös- 
liche und ätherunlösliche Rückstand nicht nur in Wasser 


aufgeschwemmt, sondern in 5 cem Wasser aufgenommen. Dann 
26* 
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wurde filtriert und so lange mit Wasser nachgewaschen, bis 
das Filtrat 10 ccm betrug. Dann wurde dieser wasserlösliche 
Anteil zum Versuch benutzt. 


Ergebnis: 

1. Alkohol- und wasserlösliche, äther- 
unlösliche Anteile. . . . . 2 . . 56,6 und 57,0 ccm 
. Kontrolle . . . . . . . . . 40,0 und 40,8 ccm 


y N den ätherlöslichen Anteil direkt zu prüfen, 
führten zu keinen Ergebnissen, da dabei die Kultur zu sehr 
geschädigt wurde. Vielleicht gelang es nicht genügend, den 
Äther zu entfernen. 

IV. Petroläther löst nicht die Serumsubstanz. Die Versuche 
sind so angesetzt, daß je 1 g Rinderserum-Pulver mit 20 ccm 
Petroläther übergossen wurden, der Petroläther nach 10 Mi- 
nuten abfiltriertt und im Luftstrom verjagt wurde Für die 
Kontrollen wurden gleichfalls 20 ccm Petroläther im Luftstrom 
verdunstet. Der Petroläther-Rückstand aus dem Serum wurde 
dann mit je 10 ccm Wasser aufgenommen und ebenso die 
Schalen, in denen für die Kontrollen der Petroläther verdunstet 
war, mit je 10 ccm Wasser ausgewaschen. 

Es werden erhalten: 

Petroläther-Serumextrakt. . . . . . 53,5 und 54,5 

Kontrolle. . .. 2 . . . 51,3 und 52,4 

V. Aceton löst nichts die Sendas batai 

Aceton-Serumextrakt . . . . . . .49,0 und 49,7 

Kontrollen. . . . ..... . . .495 und 52,1 
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V. Über die Reizwirkung des Traubenzuckers auf die 
Fermentbildung. 


Von 
Martin Jacoby. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit 
in Berlin.) 


(Eingegangen am 25. August 1916.) 


In der IV. Mitteilung der Studien zur allgemeinen Ver- 
giftungslehre wurde mitgeteilt, daß sich im tierischen Serum 
eine wasser- und alkohollösliche, äther-, petroläther- und aceton- 
unlösliche Substanz findet, welche die Harnstoffspaltung durch 
Bakterien verstärkt. „Diese Feststellung legte es nahe, zu prüfen, 
ob Traubenzucker diese Wirkung entfaltet. In der Tat zeigten 
die in der Richtung angestellten Versuche, daß das in einem 
weit höheren Grade der Fall ist, als es irgendwie zu erwarten 
war. Schon sehr kleine Traubenzuckermengen bewirkten eine 
außerordentliche Steigerung der Harnstoffspaltung. 

Diese Steigerung der bakteriellen Harnstoffspaltung durch 
Traubenzucker eröffnet tiefe Einblicke in das Getriebe der 
Wirkungsfaktoren des Zellebens. Immer fruchtbarer erweist 
sich unser Schema. Es kann kein Zweifel darüber bestehen: 
daß wir in dem Traubenzucker eine Substanz aufgefunden haben, 
die für die Fermentbildung bedeutsam ist. Eine entsprechende 
Einwirkung auf die Fermentwirkung besteht nicht, wie aus 
den Versuchen mit der Soja-Urease zu ersehen ist. Also 
wiederum ein Beweis, wie wichtig es ist, beide Funktionen 
getrennt zu untersuchen. 
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Zahlreiche neue Fragen tauchen auf und sind experi- 
menteller Beantwortung zugänglich. Man wird prüfen müssen, 
ob die Bakterien besonders stark zur Fermentbildung geeignet 
werden, wenn sie kürzere oder längere Zeit auf einem trauben- 
zuckerhaltigen Nährboden gezüchtet worden sind. Besonders 
interessant wird es aber sein, in unserer einfachen Versuchs- 
anordnung die Beziehung der Konstitution der verschiedenen 
Zucker zu ihrer Fähigkeit der Fermentbildung zu studieren. 
Vielleicht besteht hier eine Möglichkeit, einen Schritt näher 
an das Problem der Konstitution der Fermente zu kommen. 

Aber auch altbekannte Tatsachen werden neu beleuchtet. 
Man versteht, daß die Kohlehydrate so außerordentlich leicht 
für das Wachstum der Zellen verwertbar sind. Sie helfen eben 
durch ihren Einfluß auf die Fermentbildung bei der Vorbereitung 
des Materials für den Aufbau des Eiweiß. Man begreift, daß 
die Kohlehydrate für den Fettstoffwechsel und die Säurebildung 
richtunggebend sind. 

Auch eine Beobachtung aus der Pathologie wird der Ana- 
lyse erschlossen. Schon in der Arbeit über die Auxowirkung 
des Serums auf die bakterielle Harnstoffspaltung hatte ich 
darauf hingewiesen, daß diese Serumfunktion es verständlich 
macht, warum Bakterien im Tierkörper virulenter werden. 
Nunmehr kann auf die alte Beobachtung hingewiesen werden, 
daß der Diabetiker besonders durch Infektionen gefährdet ist. 
Das ist nun mindestens zum Teil darauf zurückzuführen, daß 
unter dem Einfluß des Zuckergehaltes des Blutes und der 
Gewebe die Fermentbildung der Bakterien stark gesteigert 
werden kann. Da diese rege Spaltungstätigkeit der Mikro- 
organismen auf Kosten des Wirtsorganismus vor sich geht, so 
muß sie dem infizierten Individuum schädlich sein. 


Versuchsbeispiele. 


Da ich die Versuche über den Einfluß des Traubenzuckers 
auf die bakterielle Harnstoffspaltung nach dem gleichen Schema 
angestellt habe, gebe ich die Resultate in einer Tabelle wieder. 
Benutzt wurde chemisch reiner Traubenzucker (bestes Präparat 
von Kahlbaum). Harnstoff wie immer, 20 ccm (2°/,), stets 
0,5 cem Kultur. 
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Traubenzucker | Mit Traubenzucker Ohne Traubenzucker 


115,8 65,0 
116,5 65,5 





0,2 mg 68,5 
70,0 i 56 8 
0,1 mg 62,0 | 58,3 
63,7 | 


Versuche mit Urease (10 ccm = 0,03 g). 





Traubenzucker | ie Traubenzucker (Ohne Traubenzucker 


100 mg 48,0 | 
E EEE 1 OBERE, 39,7 
10 mg 51,9 Ä 41,7 
53,6 


100 mg 59,1 
59,7 er 
| 
| 
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Die quantitative Bestimmung des Cholins 
auf biologischem Wege. 


Von 
Hermann Fühner. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universität Königsberg.) 


(Eingegangen am 29. August 1916.) 
Mit 3 Figuren im Text. 


Bei der hohen physiologischen und pathologischen Be- 
deutung des Cholins!) als Spaltungsprodukt der in allen Körper- 
organen vorkommenden labilen?) Phosphatide (Lecithine) ist ein 
praktisches Bedürfnis nach einer möglichst einfachen und sicheren 
Methode zu seiner Bestimmung vorhanden. Die bisher aus- 
schließlich gebrauchten chemischen Methoden, wie sie noch 
neuerdings Ellinger?) verwandte, um die Verteilung des Cholins 
im Tierkörper zu verfolgen, sind umständlich und für den Nach- 
weis kleinster Cholinmengen nicht geeignet. Es ist darum zu 
begrüßen, daß vor kurzem von Guggenheim und Löffler‘) 
eine biologische Methode bekannt gegeben wurde, die es er- 
möglicht, noch sehr geringe Mengen Cholin in den Körper- 


1) Die Literatur hierüber ist z. T. in A. Biedl, Innere Sekretion. 
2. Aufl., Berlin, Wien 1913, 2, S. 43 und folgende, zusammengestellt. 

®) Zur Labilität der Lecithine vgl. W. Heubner, Beobachtungen 
über die Zersetzlichkeit desLecithins. Arch. f.experim. Pathol. u. Pharmakol. 
59, 420, 1908. 

3) Ph. Ellinger, Über die Verteilung injizierten Cholins im Tier- 
körper. Münch. med. Wochenschr. 1914, 2336. 

t) M. Guggenheim und W. Löffler, Über das Vorkommen und 
Schicksal des Cholins im Tierkörper. Eine Methode zum Nachweis kleiner 
Cholinmengen. Diese Zeitschr. 74, 208, 1916. — Ferner: Dieselben, 
Biologischer Nachweis proteinogener Amine in Organextrakten und Körper- 
flüssigkeiten. Diese Zeitschr. 72, 318, 1916. 
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flüssigkeiten nachzuweisen, ohne daß es erst nötig wäre, sie 
aus denselben rein darzustellen, ein Vorzug, den alle biologischen 
Methoden gegenüber den chemischen besitzen. 

Das Verfahren der genannten Verfasser besteht darin, daß 
das am lebenden Objekt an sich wenig wirksame Cholin in das 
sehr viel wirksamere Acetylcholin übergeführt wird und daß die 
Lösungen von diesem an Stücken isolierten Meerschweinchen- 
darms auf ihre Wirksamkeit geprüft werden. Diese Methode 
ist der Verbesserung fähig: Während ihr erster Teil, die Über- 
führung des Cholins in Acetylcholin, beizubehalten ist, wird zur 
quantitativen Bestimmung des Acetylcholins viel zweckmäßiger 
das isolierte Froschherz!) als der Warmblüterdarm gebraucht 
Letzterer kann wohl, wie Neukirch?) zeigte, Verwendung finden 
um das am Froschherzen häufig nur schwach wirkende Pilo- 
carpin zu bestimmen. Er mag auch für manches andere der 
von Guggenheim und Löffler untersuchten „proteinogenen 
Amine“ empfehlenswert sein. Für das Acetylcholin ist das 
isolierte Froschherz vorzuziehen. Nicht nur, weil die durch- 
schnittliche Empfindlichkeit des isolierten Froschherzens gegen 
Acetylcholin eine größere ist als die des Warmblüterdarms, 
sondern vor allem, weil man an demselben Herzen eine größere 
Anzahl von Vergiftungen nacheinander vornehmen kann, was 
am isolierten Darmstück, namentlich des Meerschweinchens, 
lange nicht in dem Maße der Fall ist; weil ferner Bestimmungen 
am isolierten Froschherzen schon mit 1 ccm Flüssigkeit gemacht 
werden können und weil endlich der Frosch ein billigeres Ver- 
suchstier darstellt als das Meerschweinchen. 

Besonders wichtig ist, wie gesagt, daß an ein und dem- 
selben Froschherzen eine größere Anzahl von Vergiftungen aus- 
geführt werden kann, so daß es möglich ist, den Gehalt einer 
unbekannten Lösung mit dem einer bekannten vergleichend zu 
bestimmen, und eine solche vergleichende Bestimmung ist für 
das Acetylcholin ebenso erforderlich wie für das Muscarin. 


1) Nachträglich fand ich, daß schon Reid Hunt das isolierte Frosch- 
herz zum Nachweis des Cholins in Form des Acetylcholins verwandte. 
Vgl. Journ. of Pharmacol. and exper. Ther. 7, 301, 1915. 

2) P. Neukirch, Physiologische Wertbestimmung am Dünndarm 
(nebst Beiträgen zur Wirkungsweise des Pilocarpins). Arch. f. d. ges. 
Physiol. 147, 153, 1912. 
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Wenn auch die Anspruchsfähigkeit isolierter Organe gegenüber 
dem Acetylcholin und Muscarin, wie ich vor kurzem zeigte'), 
nicht in dem weiten Umfange wechselt, wie gegenüber dem 
Hypophysin, so ist sie doch immerhin recht beträchtlichen 
Schwankungen unterworfen, am isolierten Darmstück sowohl 
wie am isolierten Froschherzen. Diese Tatsache macht es zur 
Notwendigkeit, das zur quantitativen Bestimmung dienende 
biologische Objekt erst zu eichen, bevor man aus dem Wirkungs- 
grad einer unbekannten Lösung Schlüsse über ihre Konzentration 
ziehen kann. 


Methodik und Versuche. 


Zur quantitativen Bestimmung des Acetylcholins finden 
wie zu der des Muscarins?), am besten mittelgroße Wasser- 
frösche (Rana esculenta) Verwendung, deren Herz in bekannter 
Weise?) isoliert wird. Je nach der Weite der Herzkanüle 
arbeitet das isolierte Organ normal mit einer Füllung der 
Kanüle von */, bis 1 ccm Ringerlösung. Durch mehrmalige Ver- 
giftung des Herzens mit einer Lösung von salzsaurem Acetyl- 
cholin bekannten Gehaltes wird erst die Empfindlichkeit des 
betreffenden Herzens festgestellt, indem man zweckmäßig mit 
Lösungen von Acetylcholin beginnt, welche mit Ringerlösung bis 
zur Konzentration 1:50 oder 1:100 Millionen verdünnt sind. 
Bekommt man hierbei sofort oder nach einiger Zeit diastolischen 
Stillstand des Herzens, so wäscht man mit Ringerlösung gründ- 
lich aus (20 bis 30 Minuten) und vergiftet zum zweiten Male 
mit schwächerer Lösung. Beobachtete man nur Abschwächung 
der Herzpulse, so vergiftet man — nach dem Auswaschen — 
zum zweiten Male mit derselben oder einer stärkeren Acetyl- 
cholinlösung. Die zweite und dritte Vergiftung mit derselben 
Konzentration sind stets wirksamer, als die vorhergehenden. Erst 
etwa von der fünften oder sechsten Vergiftung an stellt sich 


1) H. Fühner, Pharmakologische Untersuchungen über die Wirkung 
des Hypophysins. Diese Zeitschr. 76, 241, 1916. 

2) H. Fühner, Über das Verhalten des synthetischen Muscarins im 
Tierkörper, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 61, 283, 1909. — 
H. Fühner, Nachweis und Bestimmung von Giften auf biologischem 
Wege. Berlin und Wien, 1911, 137. 

3) Vgl. H. Fühner, Nachweis... S. 123. — E. Abderhalden, 
Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. 5, 92, 1911, 
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Konstanz der Wirkung ein und bleibt nahezu gleichmäßig be- 
stehen, solange das Herz für den Versuch brauchbar ist. Wie 
mit Muscarin lassen sich an widerstandsfähigen Herzen auch 
mit Acetylcholin 20 und mehr Vergiftungen im Verlaufe eines 
Tages ausführen +). 

Fig. 1 zeigt einige Kurven, die einem derartigen Versuche 
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Fig. 1. Isoliertes Froschherz. 5: Acetylcholin 1: 500 Millionen. 
6, 7, 8, 16, 21: Acetylcholin 1: 1000 Millionen. Zeit = 6 Sekunden. 


1) Im übrigen ist, um gleichmäßige Wirkung am isolierten Frosch- 
herzen zu erzielen, genau in der Weise zu verfahren, wie dies früher beim 
Muscarin angegeben wurde. 
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entnommen sind: Im ersten Teil der Figur ist die fünfte und 
sechste, im zweiten die siebente und achte, im dritten die 16. 
und im vierten die 21. Vergiftung wiedergegeben. Die fünfte 
Vergiftung wurde mit einer Konzentration des Giftes von 
1:500 Millionen ausgeführt und ergab nahezu sofortigen Herz- 
stillstand. Die vier vorhergehenden Vergiftungen wurden mit 
Verdünnungen 1:100 bis 1:400 Millionen vorgenommen. In 
jedem Falle trat nach wenigen Pulsen oder sofort Herzstillstand 
ein. Einige Zeit später wurde bei arretiertem Kymographion 
solange mit Ringerlösung ausgewaschen, bis die Herztätigkeit, 
namentlich auch die des Vorhofs, wieder eine durchaus normale 
geworden war. Bei der sechsten Vergiftung gelangte in dem 
Versuche zum ersten Male die Konzentration 1:1000 Millionen 
zur Verwendung, die dann bis zum Schluß beibehalten wurde. 
Diese Verdünnung bewirkte keinen sofortigen Herzstillstand 
mehr, sondern derselbe kam immer erst nach einer Anzahl ab- 
geschwächter Pulse zustande. Die Kurven zeigen die große 
Konstanz dieser Wirkung bis zum Ende des Versuches, ein Um- 
stand, der es ermöglicht, den Gehalt einer unbekannten Lösung 
von Acetylcholin durch Vergleichung mit einer solchen be- 
kannten Gehaltes mit großer Genauigkeit festzustellen. 

Die Verdünnung von Acetylcholin 1:1 Milliarde war die 
äußerste, welche bei meinen Versuchen an empfindlichen Frosch- 
herzen Stillstand hervorrief!). Meist sind dazu stärkere Lösungen 
nötig und zwar im Durchschnitt Konzentrationen 1:50 bis 
1:100 Millionen. An sehr wenig empfindlichen Herzen hat 
manchmal erst die Konzentration 1:1 Million diese Wirkung. 
Entsprechende Schwankungen der Empfindlichkeit habe ich 
früher an Froschherzen gegenüber dem Cholinmuscarin be- 
obachtet und beschrieben. Irgendwelche Abhängigkeit der Emp- 
findlichkeit des isolierten Herzens von der Provenienz der 
Frösche, der Jahreszeit des Versuches oder dem Ernährungs- 
zustande der Tiere konnte ich bisher nicht feststellen. 

Nach vergleichenden Versuchen am isolierten Herzen des 
Wasserfrosches ist das salzsaure Cholinmuscarin (synthetisches 
Muscarin Schmiedeberg, Nitrosocholin Dale) bedeutend 


1) Nachtrag vom 22. IX. 1916. Seither wurde Herzstillstand durch 
die Verdünnung 1:2 Milliarden beobachtet. 
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schwächer wirksam als das salzsaure Acetylcholin. Das Ver- 
hältnis der Wirkungsstärken, am selben Herzen geprüft, ist 
nicht konstant. Aus dem in Fig. 2 graphisch registrierten Ver- 
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Fig. 2. Isoliertes Froschherz. Oben M: Muscarin 1:500 Tausend. 
A: Acetylcholin 1:10 Millionen. Unten M: Muscarin 1:1 Million. 
A: Acetylcholin 1:20 Millionen. Zeit = Sekunden. 


suche ergibt sich eine nur 20 mal geringere Wirksamkeit des 
Muscarins. Häufig ist der Wirkungsunterschied beider Gifte aber 
beträchtlich größer. Noch sehr viel weniger wirksam als das 
Cholinmuscarin ist das Cholin selbst. Wie Fig. 3 zeigt, ist 
eine Lösung von salzsaurem Cholin der Konzentration 1: 1000 
schwächer wirksam als eine solche von salzsaurem Acetylcholin 
1:20 Millionen. Durch die Esterifizierung des Cholins wird 
seine Wirksamkeit für das isolierte Froschherz etwa 100 000fach 
gesteigert, 
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Fig. 3. Isoliertes Froschherz. Oben A: Acetylcholin 
1:20 Millionen. Unten C: Cholin 1: 1000. 
Zeit = 6 Sekunden. 
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Zusammenfassung. 


1. Zur quantitativen Bestimmung des Cholins in Form des 
Acetylcholins auf biologischem Wege eignet sich besser als der 
von anderer Seite hierzu vorgeschlagene Meerschweinchendarm 
das isolierte Herz des Wasserfrosches. 

2. Am isolierten Froschherzen können im Verlaufe eines 
Tages etwa 20 Vergiftungen mit Acetylcholin vorgenommen 
werden, eine Anzahl, welche es ermöglicht, den Gehalt einer 
unbekannten Lösung vergleichend mit dem einer bekannten 
zu bestimmen. 

3. Das Acetylcholin ist am isolierten Froschherzen etwa 
100000 mal wirksamer als das Cholin. 
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